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1. Einleitung 
 
1.1 Das Blutgefäßsystem 
 
Blutgefäße versorgen alle Gewebe eines Organismus mit Nährstoffen und 
Sauerstoff und transportieren Kohlendioxid  und Stoffwechselprodukte wieder ab. 
Sie dienen außerdem dem Transport und der Verteilung von Hormonen und 
Enzymen. Für die Sicherstellung einer adäquaten Versorgung der Zellen aller 
Organe durch Diffusion und Konvektion ist das vaskuläre Netzwerk hierarchisch 
über den gesamten Organismus aufgebaut. Die vom Herzen wegführenden 
Gefäße, die Arterien und Arteriolen, verzweigen sich in Kapillaren. Postkapillar 
vereinigen sich diese Gefäße wieder zu Venuolen und Venen, welche die zum 
Herzen hinführenden Gefäße darstellen.  
Die größeren Gefäße weisen alle einen gemeinsamen Bauplan auf. Die innerste 
Schicht, die Tunica intima, besteht aus flachen Endothelzellen, die einer 
Basalmembran aufsitzen. Daran schließt sich die Tunica media an, die je nach 
Gefäßtyp, vor allem glatte Muskulatur oder elastische Fasern enthält. Nach außen 
wird das Gefäß von der Tunica adventitia umgeben, die als dünne Schicht mit dem 
angrenzenden Gewebe in Verbindung steht. Sie enthält neben kollagenen und 
elastischen Fasern, Blutgefäße, die Vasa vasorum, und vegetative Nerven (Liebich, 
1999; Klinke und Silbernagl, 2001; Jain 1987; Mulvany 1992). Die kleinsten 
Gefäße stellen die Kapillaren dar. Sie dienen dem Stoffaustausch und können 
entsprechend der Stoffwechselintensität stark verzweigte Netzwerke ausbilden. 
Kapillaren bestehen aus Endothelzellen, die von flachen Perizyten und einer 
Basallamina  bedeckt sind. Aufgrund ihrer Lokalisation als Kontaktschicht zwischen 
dem strömenden Blut und der Gefäßwand erfüllen Endothelzellen wichtige 
Funktionen, die weit über die Auskleidung der Gefäße hinausgehen. Alle Verän-
derungen im strömenden Blut werden vom Endothel wahrgenommen und als 
Reaktion an die Gefäßwand weitergeleitet. Solche Veränderungen beinhalten 
mechanische Reize, Konzentration vasoaktiver Substanzen und metabolischer 
Faktoren. Damit greift das Endothel in die Gefäßregulation ein und übernimmt eine Einleitung 
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Vielzahl von Funktionen, wie die Regulation des Gefäßtonus, der Beeinflussung 
der Homöostase von Thrombose und Fibrinolyse, der Permeabilität und der 
Interaktion mit Leukozyten (Furchgott und Zawadski, 1980; Cines et al, 1998; Dart 
und Chin-Dustin, 1999; Butcher, 1991; Cotran und Mayadas-Norton, 1998, 
Hartwell und Wagner, 1999). Schädigungen dieser inneren Schicht der Blutgefäße 
treten vor allem durch Wundverletzungen und im Rahmen der Pathogenese der 
Atherosklerose auf. Eine globale oder selektive Schädigung des Endothels hat 
weitreichende Auswirkungen auf die Durchblutung und Funktion der davon 
betroffenen Organe.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung: Aufbau und Struktur der verschiedenen Blutgefäße eines adulten 
Organismus  A) naszierende Kapillaren bestehen nur aus einer Endothelzellschicht. Diese 
Struktur differenziert dann in die verschiedenen Blutgefäße B) Kapillarenaufbau C) Struktur von 
Venuolen und Arteriolen D) Aufbau aller größeren Gefäße im humanen Organismus (modifiziert 
nach Jain, 2003) 
 
1.2 Angiogenese und Vaskulogenese 
  
Während der Embryogenese treten verschiedene Arten der Bildung von neuen 
Gefäßen, die Angiogenese und Vaskulogenese auf. Bei der Vaskulogenese 
entstehen primäre Blutgefäße aus sich in situ differenzierenden Zellen, die dem Einleitung 
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Angioblasten abstammen oder sich direkt aus pluripotenten Stammzellen bilden 
(Risau et al., 1988; Poole und Coffin, 1988). Mit dem Wachstum des Embryos 
kommt es zu einer weiteren Form der Gefäßneubildung. Hierbei entstehen neue 
Gefäße durch Sprossung aus bereits bestehenden Gefäßen.  Dieser Prozess des 
Aufbaus neuer Kapillaren wird als Angiogenese bezeichnet (Folkman, 1984). Im 
Herzen, der Lunge und der Allantois werden während der Embryonalentwicklung 
Gefäße durch transkapilläre Pfeiler geteilt. Dieser Vorgang kann keinen der beiden 
Prozesse der Gefäßneubildung eindeutig zugeordnet werden, sondern stellt in 
bestimmten Punkten die Mitte zwischen diesen dar (van Groningen, 1991; Burri, 
1992; Patan et al., 1996; Risau, 1997). 
Im Allgemeinen ist die Bildung neuer Blutkapillaren, die das Gewebe durchziehen, 
im adulten Organismus abgeschlossen. Nach einer Ischämie, z.B. in Folge eines 
Infarktes, aber auch bei der Wundheilung, durch eine Gewebsverletzung und zum 
Wiederaufbau der Gebärmutterschleimhaut nach der Menstruation (Risau, 1997) 
ist die Entstehung neuer Gefäße notwendig. Die Endothelzellen der Gefäßwand 
spielen dabei eine entscheidende Rolle. Die im gesunden adulten Organismus 
einige Monate bis mehrere Jahre dauernde Proliferationsrate steigt auf wenige 
Tage an, was eine zeitlich begrenzte Kapillarneubildung bewirkt. Dieser Prozess 
der Neubildung von Kapillaren durch Aktivierung der Endothelzellen, deren 
Proliferation und Migration und abschließende Lumenbildung wird als 
physiologische Angiogenese (Folkman, 1984; Breier et al., 1997) bezeichnet.   
Störungen des Gleichgewichts, z. B. aufgrund eines Tumors, können durch ein 
erhöhtes oder ungenügendes Kapillarwachstum (pathologische Angiogenese) zu 
einer Vielzahl von Erkrankungen führen (Breier et al, 1997; Folkman et al, 1971; 
Plendl an Sinowatz, 1999).  
Neben der Angiogenese aus bereits differenzierten Zellen, gibt es mit der 
Vaskulogenese eine zweite Art der Gefäßneubildung aus Stamm- bzw. 
Vorläuferzellen. Als Stammzellen werden definitionsgemäß solche Zellen 
bezeichnet, die nicht vollständig differenziert sind und die eine duale Fähigkeit zur 
assymetrischen Zellteilung besitzen. Dabei entstehen eine identische (zur 
Erhaltung der Replikationsfähigkeit) und eine differenzierte, spezialisierte 
Tochterzelle. Progenitor- oder Vorläuferzellen stellen den Übergang zwischen Einleitung 
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Stammzellen und maturen Zellen dar, d.h. sie besitzen nicht mehr die gesamte 
Plastizität und Replikationsfähigkeit der Stammzellen, sind jedoch noch keine 
spezialisierten, ausdifferenzierten Zellen.   
Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass Zellen die aus dem peripheren 
Blutkreislauf isoliert wurden und antigene Determinanten von Angioblasten und 
hämatopoetischen Vorläuferzellen aufwiesen, sich in vitro zu Endothelzellen 
differenzieren ließen und in Lage waren kapillarähnliche Strukturen zu bilden 
(Asahara et al, 1997). Diese Zellen werden als endotheliale Vorläuferzellen (EPC) 
bezeichnet. Weitere Experimente legten in der Folge nahe, dass EPC an der 
Neovaskularisierung beteiligt sind (Lin et al., 2000; Kalka et al., 2000; Walter et al., 
2002). In Anlehnung zur embryonalen Entwicklung des Gefäßsystems aus 
Angioblasten bezeichnet man die Entstehung neuer Gefäße aus endothelialen 
Vorläuferzellen als Vaskulogenese. 
Ein dritter Mechanismus für das postnatale Wachstum von Gefäßen ist die 
Arteriogenese. Dabei entstehen größere Arterien aus einem bereits bestehenden 
Netz kleiner arterieller Verbindungen. Diese Art des Wachstums ist allerdings keine 
Neubildung von Gefäßen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung: Angiogenese - mature Endothelzellen bilden neue Gefäße durch Migration und 
Proliferation; Vaskulogenese - vom Knochenmark abstammende im Blut zirkulierende 
endotheliale Vorläuferzellen adhärieren im Gewebe, differenzieren und tragen zur Gefäßneubildung 
bei (modifiziert nach Carmeliet, 2000) 
Angiogenese
endotheliale endotheliale
Progenitorzellen Progenitorzellen
Knochenmark Knochenmark
mature mature Endothelzellen Endothelzellen
Hämatopoetische Hämatopoetische
Stammzelle Stammzelle
Vaskulogenese Vaskulogenese Angiogenese
endotheliale endotheliale
Progenitorzellen Progenitorzellen
Knochenmark Knochenmark
mature mature Endothelzellen Endothelzellen
Hämatopoetische Hämatopoetische
Stammzelle Stammzelle
Vaskulogenese VaskulogeneseEinleitung 
  13
1.3 Molekulare Mechanismen der Gefäßneubildung 
 
Die Bildung neuer Blutgefäße, durch Angiogenese und Vaskulogenese, benötigt 
eine Vielzahl an Prozessen. Dies schließt die Stabilisierung der gerade neu 
entstandenen Gefäße, die Bildung einer extrazellulären Matrix um das Gefäß 
herum oder die Spezialisierung der Gefäßwand für die Sicherstellung der 
zukünftigen Funktion des Gefäßes, mit ein. Diese Abläufe sind durch 
physiologische Prozesse, wie Blutdruck oder Sauerstoffversorgung sowie durch 
ein konzertiertes Netzwerk aus Liganden und Rezeptoren, die Zeit-, Raum- und 
Konzentrations-abhängig exprimiert werden, reguliert. Angiogenese beginnt 
meistens mit Stress, wie Hypoxie, wie er in Folge eines Infarkts, bei entzündlichen 
Prozessen oder durch einfaches Gewebewachstum vorkommt. Dadurch wird die 
Expression von Genen der beginnenden Angiogenese, wie die endotheliale 
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor 
(VEGF), Angiopoetin-2 (Ang2) oder verschiedene Proteasen, angeregt. Bereits 
existierende Gefäße weiten sich als Antwort auf Stickstoffmonoxid (NO) ein 
Produkt der eNOS und  werden durch die Ausschüttung von VEGF undicht. Die 
Basallamina und die extrazelluläre Matrix (ECM) degradieren durch die Aktivierung 
verschiedener Proteasen (z. B. Metalloproteasen MMP2, MMP3 und MMP9) bzw. 
der Hemmung der entsprechenden Proteaseinhibitoren (z.B. PAI1 oder TIMP). Die 
Endothelzellen der bestehenden Gefäße können dann durch Interaktion zwischen 
Integrinen und Matrix auswandern und als Antwort auf VEGF und andere mitogene 
Stimuli proliferieren. Ang2 schließlich erlaubt den ausgewanderten Endothelzellen, 
neue kleine Gefäße zu bilden (Pugh und Ratcliffe, 2003; Ferrara, 1999; Dvorak, 
2000; Ausprunk und Folkman, 1977; Yancopoulos, 2000). Im nächsten Schritt der 
Angiogenese wird das gerade neu gebildete vaskuläre Netzwerk stabilisiert. In die 
Regulation dieser Stabilisierung sind vor allem vier Signalwege involviert. Der 
Thrombozyten-Wachstumsfaktor (PDGF) B wird, vermutlich als Antwort auf VEGF, 
vor allem von Endothelzellen sezerniert und erleichtert so die Rekrutierung von 
Zellen der Gefäßwand (Hellstrom et al., 2001). Unterstützt wird diese Rekrutierung 
von Gefäßwandzellen durch den zweiten sehr wichtigen Signaltransduktionsweg 
Sphingosine-1-phosphat (S1P) und dessen Rezeptor (EDG1), der direkt auf den Einleitung 
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Gefäßwandzellen exprimiert wird. Ein ähnlicher vaskulärer Phänotyp von EDG1- 
und PDGF B - Knockout - Mäusen lässt eine Verbindung zwischen diesen beiden 
Signalwegen vermuten (Kluk und Hla, 2002). Alternativ dazu wird diskutiert ob der 
EDG1-Signalweg Einfluss auf die Matrixproduktion der Endothelzellen nimmt, die 
Endothelzellen - Gefäßwand - Interaktion beeinflusst oder mit der Gefäßreifung 
direkt interferiert (Cho et al., 2003). Die Faktoren Angiopoetin (Ang) -1 und Ang2 
und deren Rezeptoren Tie1 und Tie2 sind als dritter wichtiger Signalweg in die 
Ausbildung und Stabilisierung der Gefäße involviert. Hauptwirkungspunkt für Ang1 
und Ang2 sind vermutlich die Gefäßwand und die Endothelzellen. Ang1 stabilisiert 
die sprossenden Kapillaren und bewirkt deren Abdichtung, vermutlich indem es bei 
der Kommunikation zwischen Gefäßwand und Endothelzellen hilft. Die Funktion 
von Ang2 ist abhängig vom Kontext der Genexpression des Umfeldes. So 
unterstützt Ang2 bei gleichzeitiger Expression von VEGF die Kapillarsprossung, 
jedoch destabilisieren selbst größere Gefäße durch Ang2 bei Abwesenheit von 
VEGF (Uemura et al., 2002). Trotz der Erkenntnis, dass die Angiopoetine eine 
enorm wichtige Rolle bei der Angiogenese spielen, sind die Mechanismen, über 
die diese Faktoren wirken, noch weitgehend ungeklärt. Im vierten Signalweg regt 
der Transformationswachstumsfaktor β (TGFβ)  die Bildung einer ECM an, indem 
er die Differenzierung mesenchymaler Zellen in Gefäßwandzellen induziert. TGFβ 
wird in fast allen Zellen eines Gefäßes exprimiert und kann konzentrations-
abhängig sowohl pro- als auch antiangiogen wirken (Pepper, 1997; Gohongi et al., 
1999). Neben diesen vier hier im Besonderen besprochenen Signalwegen, spielen 
noch viele andere Moleküle in diesem System eine wichtige Rolle. So zeigen 
verschiedene Arbeiten, dass für die hierarchische Struktur der Gefäße in ein 
arterielles und ein venöses System die Eph-Rezeptoren und deren Liganden die 
Ephrine entscheidende Funktionen übernehmen. Knockout-Mäusen denen der 
EphB4-Rezeptor oder der EphrinB2-Ligand fehlt sterben am Tag 10.5 aufgrund 
schwerer struktureller Defekte im kardiovaskulären System (Gerety et al., 1999). 
Außerdem konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass der VEGF-Rezeptor 
2 (VEGF-R2) als einer der Rezeptoren für VEGF, während der Angiogenese nicht 
alleine die Funktion von Endothelzellen moduliert, sondern seine Wirkung im 
Zusammenhang mit anderen Adhäsionsmolekülen, wie dem vaskulären-Einleitung 
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endothelialen (VE) – Cadherin (Carmeliet et al., 1999) oder den Integrinen αvβ3 
und αvβ5 (Friedlander et al., 1995; Soldi et al., 1999), entfaltet. Eine Hemmung der 
Integrine αvβ3 und αvβ5 mit blockierenden Antikörpern führte zu einer Inhibierung 
der in vivo Tumorangiogenese (Kumar et al., 2001). Neben diesen und anderen 
Rezeptoren, Wachstumsfaktoren oder Moleküle die wichtige Funktionen in der 
Regulation von Angiogenese und Vaskulogenese übernehmen, ist die 
transkriptionelle Regulation der verschiedenen Komponenten bei der Entstehung 
und Erhaltung eines vaskulären Netzwerkes von entscheidender Bedeutung. 
 
1.4 Transkriptionelle Regulation der Blutgefäßneubildung 
 
Zelltypen eines vielzelligen Organismus entwickeln sich unterschiedlich, weil sie 
verschiedene Genexpressionsmuster aufweisen. Das heißt, sie synthetisieren 
verschiedene mRNA und Proteine, die jede Zelle im Organismus dazu befähigt die 
ihr anvertrauten Aufgaben zu übernehmen. Es gibt viele Schritte auf dem Weg von 
der DNA zum fertigen, funktionellen Protein, die reguliert werden können. So wird 
im ersten Schritt, der Transkriptionskontrolle, überwacht und reguliert, wann und 
wie oft ein Gen transkribiert wird. Weitere Stufen der Expressionskontrolle bei 
Eukaryonten sind die Regulation des RNA-Processings, -Transports und der 
mRNA-Stabilität, sowie der Translation, der Protein-Aktivität und  -Stabilität.  
Während die Signalwege, die der Bildung eines vaskulären Netzwerkes durch 
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und deren Rezeptoren zugrunde liegen, ausführlich 
untersucht worden sind, ist wenig über die Details der daraufhin aktivierten 
Transkriptionsfaktoren bekannt. Ein ähnliches Bild ergibt sich für die Faktoren, die 
die oben beschriebenen Signalwege initiieren. Dies steht im Kontrast zur 
Regulation anderer Entwicklungsprozesse wie der Hämatopoese oder Myogenese, 
wo bereits verschiedene zell- und gewebespezifische Transkriptionsfaktoren 
identifiziert werden konnten. Ein Grund für diese Diskrepanz könnte darin liegen, 
dass der Verlust oder Defekt von Genen die die Gefäßbildung betreffen, häufig 
schon pränatal zum Tod führt. Trotzdem konnten in den letzten Jahren eine Reihe Einleitung 
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von Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, denen eine wichtige Rolle bei der 
Regulation von Angiogenese und Vaskulogenese zukommt.  
Untersuchungen an transgenen Mäusen, in denen das Gen der β-Galaktosidase 
(lacZ) hinter ein endothel-spezifisches Gen, wie Tie1, Tie 2 oder VEGF-R2 
generiert wurde, ermöglichten einen ersten Einblick in die transkriptionelle 
Kontrolle der vaskulären Entwicklung. So konnte unter anderem festgestellt 
werden, dass der Tie1-Promotor allein ausreicht um die lacZ-Expression endothel-
spezifisch anzuregen (Iljin et al., 1999). Im Gegensatz dazu benötigen die 
Promotoren von Tie2 und VEGF-R2, für eine endothel-spezifische Expression, ein 
im Gen liegendes Enhancer-Element (Schlaeger et al., 1997; Kappel et al., 2000). 
DNA-Bindungsstudien konnten zeigen, dass die spezifische Regulation von Tie1, 
von Ets-Faktoren, wie NERF oder ELF-1, und von Transkriptionsfaktoren der AP-2 
- Familie abhängig ist. Die endothel-spezifische Expression von VEGF-R2 und 
Tie2 dagegen ist von mehreren Ets-Faktoren (Ets-1 und -2 sowie NERF und ELF-
1), von SCL/Tal-1 und verschiedenen GATA-Faktoren reguliert (Wakiya et al., 
1996; Dube et al., 1999; Dube et al., 2001). In-situ - Hybridisierung für einen 
weiteren Ets-Transkriptionsfaktor Fli-1 zeigten eine Anreicherung in sich 
entwickelten neuen Gefäßen in Zebrafischen (Brown et al., 2000). Fli-1 defiziente 
Mäuse sterben embryonal nach der Ausbildung des ersten vaskulären Netzwerkes 
an schweren inneren Blutungen. Diese und andere Experimente legen nahe, dass 
für die zell- und gewebespezifische Expression von Genen verschiedene 
Transkriptionsfaktoren verantwortlich sind. Neben der spezifischen Wirkung, gibt 
es natürlich Bereiche in denen sich die Funktion von Transkriptionsfaktoren 
überlappt. So wurden die Proteine SCL/Tal-1 ursprünglich streng mit der 
Hämatopoese in Verbindung gebracht. Der Genverlust für diese Faktoren führte 
bei Mäusen zu einem vollständigen Verlust der Erythropoese (Shivdasani et al., 
1995). Jedoch zeigte sich bei konditionalen Knockout-Mäusen bei denen die 
SCL/Tal-1-Expression spezifisch für hämatopoetische Zelllinien erhalten blieb, ein 
Defekt der Angiogenese im Dottersack (Visvader et al., 1998). Weiterhin spricht 
der gemeinsame Ursprung von hämatopoetischen wie auch endothelialen Zellen 
im Embryo aus den Hämangioblasten für eine konservierte und überlappende Einleitung 
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Regulation beider Zellarten auch auf transkriptioneller Ebene (Kennedy et al., 
1997; Choi et al., 1998).   
 
Tabelle:  Überblick über wichtige Transkriptionsfaktoren für Angiogenese und Vaskulo-
genese (modifiziert nach Oettgen, 2001) 
 
Transkriptionsfaktor Familie  Funktion 
AML-1 CBF  Angiogenese 
ELF-1 Ets  (wHTH)  Tie2  –  Regulation 
Ets-1 Ets  (wHTH)  Angiogenese 
Fli-1 Ets  (wHTH)  Tie2  –  Regulation 
Gefäßentwicklung 
NERF2 Ets  (wHTH)  Tie2  –  Regulation 
TEL Ets  (wHTH)  Dottersackangiogenese 
MEF2C  MADS - Box  Gefäßentwicklung 
Differenzierung glatter Muskelzellen 
Smad5  MADS - Box  Differenzierung glatter Muskelzellen 
Angiogenese 
SCL/Tal-1 basic  HLH  Gefäßentwicklung 
dHAND  bHLH  Differenzierung glatter Muskelzellen 
Tfeb bHLH-Zip  Plazentavaskularisierung 
Fra1 basic  Zip  Endothelzelldifferenzierung 
VEGF-R2 – Regulation 
COUP-TFII Kernrezeptor Dottersackangiogenese 
Ang2 - Regulation 
 
Zusätzlich zur grundsätzlichen Bedeutung von Transkriptionsfaktoren für die 
Entstehung eines vaskulären Netzwerkes, zeigen verschiedene Studien auch 
deren Bedeutung für die einzelnen Schritte bei der Bildung eines Gefäßes. Dies 
schließt die Initiierung der Angiogenese, die Differenzierung hin zu Endothelzellen 
oder glatten Muskelzellen genauso mit ein, wie die Modulation eines ersten 
Gefäßes aus einzelnen Endothelzellen. So führt ein gezielter Genverlust von Fra1, 
einem der ersten Gene die im Hämangioblasten aktiv werden, zu einer Einleitung 
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signifikanten Verringerung von ausgereiften Endothelzellen, und dem Tod des 
Embryos am Tag E10.0 was Rückschlüsse auf dessen Bedeutung für die 
endotheliale Differenzierung zulässt (Schreiber et al., 2000). Mit dem Beginn der 
Angiogenese proliferieren Endothelzellen, wandern vom bestehenden Gefäß weg 
und bilden erste primitive kleine Gefäße. Der Transkriptionsfaktor HESR1 wird 
während dieser Prozesse in erhöhtem Maße exprimiert. Überexpression dieses 
Faktors führt zu einer verringerten Synthese von VEGF-R2, was zur Reduktion der 
VEGF-induzierten Proliferation der Endothelzellen führt. Andererseits  bewirkt eine 
Behandlung mit Oligonukleotiden gegen HESR1 eine Hemmung der primitiven 
Gefäßbildung (Henderson et al., 2001). Sprossende und entstehende Kapillaren 
benötigen für ihren dauerhaften Erhalt eine stabilisierende Hülle. Dafür setzen die 
Endothelzellen PDGF und TGFβ frei und bewirken so eine Differenzierung 
mesenchymaler Zellen in glatte Muskelzellen. Studien an Smad5-defizienten 
Mäusen zeigen embryonal stark vergrößerte Blutgefäße mit einer verringerten 
Anzahl an glatten Muskelzellen. Der Verlust von Smad5, ein Transkriptionsfaktor 
der MADS-Box-Familie, resultiert in einer erhöhten Apoptose mesenchymaler 
Zellen sowie einer Verschlechterung der Differenzierung solcher Zellen in glatte 
Muskelzellen (Yang et al., 1999).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung:  Rolle  verschiedener  Transkriptionsfaktoren  während  der  verschiedenen              
Stadien der Entwicklung eines vaskulären Netzwerkes (modifiziert nach 
Oettgen, 2001) 
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1.5 Homeobox – Transkriptionsfaktoren 
 
In den letzten Jahren rückte eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren in den 
Blickpunkt des Interesses der genetischen Kontrolle im adulten Organismus, die 
vorher nur für die Regulation frühester morphologischer Entwicklungsprozesse 
bekannt waren, die Homeobox - Gene.  
Homeobox-Gene wurden erstmals in Drosophila melanogaster entdeckt, wo sie 
zum Teil zu bizarren Störungen im strukturellen Aufbau der adulten Fliege führen 
(Lewis, 1978). In den darauf folgenden Jahren wurden solche Gene in nahezu 
allen eukaryontischen Organismen gefunden (Levine et al., 1984; Akam, 1989). 
Proteine aus dieser Familie besitzen alle eine stark konservierte Sequenz von 183 
Nukleotiden, welche für eine DNA-Bindungsdomäne von 63 Aminosäuren mit 
einem Helix-Loop-Helix - Motiv, der Homeodomäne, kodieren (Gehring et al., 1986; 
Scott et al., 1989; Gehring et al., 1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung:  Homeobox-Gene sind in fast allen eukaryontischen Organismen nach-
gewiesen worden und der Grundaufbau in den einzelnen Homeobox-
Komplexen blieb evolutionär erhalten (links). Die Struktur der DNA-
Bindungsdomäne (Homeodomäne) weist ein Helix-Loop-Helix – Motiv auf 
(rechts). Nach Abate-Shen, 2002 
Struktur der Homeodomäne Struktur der HomeodomäneEinleitung 
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Homeobox-Gene sind auf Grund der Struktur ihrer Homeodomäne in verschiedene 
Subgruppen und Familien unterteilt. Die größte und wichtigste Gruppe, die 
Drosophila Antennapaedia (Antp) besitzen neben ihrer eigentlichen 
Homeodomäne noch eine kurze Konsensussequenz, die so genannte 
Hexapeptidsequenz, die die Interaktion mit anderen Homeoboxproteinen 
ermöglicht. Solche Antp-Proteine werden bei Säugern und anderen Vertebraten 
auch als Klasse1-Homeobox-Gene bezeichnet (Acampora et al., 1989). 
Mammalia-Klasse1-Homeobox-Gene sind in vier Komplexen, den Hox-Loci A - D, 
organisiert, wobei jede Gruppe auf einem anderen Chromosom liegt. 
Erstaunlicherweise scheint jeder der vier Komplexe das Äquivalent eines 
vollständigen Insekten-Homeobox-Komplexes (HOM-C) zu entsprechen. Die   
Anordnung und Organisation innerhalb jeder dieser Gruppen stimmt im 
Wesentlichen mit der eines HOM-C überein. Auch das Expressionsmuster in 
Embryonen von Säugern entlang der Spinalachse und entlang der Proximal-
Distalachse ist kolinear mit dem Expressionsmuster bei Insekten (Duboule und 
Dollè, 1989; McGinnis und Krumlauf, 1992; Lawrence und Morata, 1994). Diese 
Daten lassen darauf schließen, dass die vier Säugerkomplexe evolutionär durch 
Duplikationen eines einzelnen primordialen Komplexes entstanden sind und 
dessen Grundorganisation erhalten haben. Die Komplexe HoxA - D  sind weiterhin 
auf Basis ihrer Sequenzhomologien zueinander in Subgruppen unterteilt, durch die 
13 verschiedene paraloge Gruppen definiert worden sind (Apiou et al., 1996).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung:  schematische Darstellung des chromosomalen Arrangements aller Gene 
der Hox-Familie (nach Magli et al., 1997) 
 
 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A9 A10 A11 A13
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B13
C4 C5 C6 C8 C9 C10 C11 C12 C13
D1 D3 D4 D8 D9 D10 D11 D12 D13
Paraloge
Gruppen:     1         2         3         4         5         6 7        8         9        10      11       12       13     Chromosom 
7p15
17q21
12q13
2q31
HoxA
HoxB
HoxC
HoxD
3` 5`
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A9 A10 A11 A13
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B13
C4 C5 C6 C8 C9 C10 C11 C12 C13
D1 D3 D4 D8 D9 D10 D11 D12 D13
Paraloge
Gruppen:     1         2         3         4         5         6 7        8         9        10      11       12       13     Chromosom 
7p15
17q21
12q13
2q31
HoxA
HoxB
HoxC
HoxD
3` 5`Einleitung 
  21
Da Homeobox-Proteine den Bauplan des Organismus während der Embryogenese 
entlang der verschiedenen Achsen festlegen, ist eine zeitliche und räumliche 
Kontrolle dieser Proteine von essentieller Bedeutung. Wie diese Kontrolle auf 
molekularer Ebene jedoch stattfindet, ist im Einzelnen noch nicht genau bekannt. 
Es gibt Hinweise, dass Hox-Gene durch Retinol (Vitamin A1) und vermutlich durch 
bestimmte Wachstumsfaktoren, wie TGFβ, Aktivin oder bFGF aktiviert werden. So 
wurde bei embryonalen Karzinomazellen, deren Differenzierung durch Retinsäure 
induziert worden war, eine sequenzielle Aktivierung der Hox-Gene von 3` nach 5` 
beobachtet (Simeone et al., 1990; Simeone et al., 1991). Außerdem können Hox-
Gene durch ihre eigenen Genprodukte autoreguliert oder durch andere Homeobox-
Proteine kontrolliert werden (Popperl et al., 1992; Arcioni et al., 1992; Popperl et al., 
1995). Für das MLL-Gen, ein Homeobox-Protein mit Homologien zum Trithorax-
Protein bei Drosophila konnte eine sowohl zeitliche als auch räumlich begrenzte 
positive Regulation verschiedenster  Hox-Gene gezeigt werden (Ziemin van der 
Poel et al., 1991; Ernst et al., 2004). Die Wichtigkeit die Homeobox-Genen bei der 
Entwicklung zukommt, wird durch die Tatsache unterstrichen, dass MLL-Knockout-
Mäuse aufgrund einer stark veränderten Hox-Genexpressionsmusters entlang der 
anterior-posterior-Achse schon frühzeitig embryonal sterben (Yu et al., 1995). Im 
Gegensatz dazu können Transkriptionsfaktoren der Polycomb-Familie die 
Expression verschiedener Hox-Gene negativ beeinflussen (Muller et al., 1995; Luo 
et al., 2004). Eine weitere Möglichkeit der Regulation für Transkriptionsfaktoren 
besteht in der epigenetischen Kontrolle der DNA. Tatsächlich gibt es Hinweise auf 
einen Einfluss von Histonacetylasen bzw. Histondeacetylasen auf die Aktivität und 
das Expressionsmuster von Hox-Proteinen (Chariot et al., 1999; Shen et al., 2001; 
Rossig et al., 2005).  
Untersuchungen an unterschiedlichen Tumoren im adulten Organismus  zeigten 
eine, häufig mit der Tumorgenese einhergehende, Dysregulation der 
unterschiedlichsten Hox-Proteine und führten schließlich zu der Überzeugung, 
dass Hox-Proteine nicht nur embryonal, sondern auch im postnatalen und adulten 
Organismus eine wichtige Rolle für die Identität und Integrität der verschiedenen 
Zellen haben (Peverali et al., 1990; Cillo et al., 1992; Cillo et al., 2001; Tiberio et al., 
1994).  Einleitung 
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1.6 Effekte von Homeobox-Transkriptionsfaktoren in Angiogenese und 
Vaskulogenese 
 
Zusätzlich zur transkriptionellen Kontrolle von Rezeptoren, Wachstumsfaktoren 
und Zytokinen der Angiogenese und Vaskulogenese ist es für den Organismus 
wichtig die  transkriptionelle Antwort darauf sicherzustellen und zu regulieren. Eine 
gewebe- und zellspezifische Expression, physiologisches Wachstum und die 
Differenzierung werden auf transkriptioneller Ebene von Transkriptionsfaktoren 
sichergestellt. Solche übergeordneten Transkriptionsfaktoren müssen befähigt sein, 
multifunktionell in verschiedene Signalwege einzugreifen. Hox-Transkriptions-
faktoren haben bei Vertebraten pleiotrope Effekte auf alle wichtigen Prozesse, wie 
sie auch bei der Angiogenese vorkommen. Dies schließt Proliferation und 
Migration genauso wie Zelldifferenzierung und -dedifferenzierung mit ein (Alonso 
Varona et al., 1996; Cillo et al., 1999, Cillo et al., 1996; Garcia-Fernandez und 
Holland, 1996; Lorentz et al., 1997). Für eine funktionierende Gefäßneubildung 
müssen glatte Muskelzellen sowie Endothelzellen eine gewisse Plastizität 
aufweisen. Diese Tatsache macht Hox-Proteine daher zu idealen Kandidaten für 
die finale transkriptionelle Kontrolle der Zelldifferenzierung und bei der Gestaltung 
eines vaskulären Netzwerkes.  
Während der Embryogenese werden zahlreiche Mitglieder der Hox-Familie im 
kardiovaskulären System exprimiert und in den meisten Fällen bleibt diese 
Expression auch nach der Geburt erhalten (Gorski et al., 1994; Patel et al., 1992; 
Miano et al., 1996). Hinweise auf die funktionelle Relevanz von Hox-Gene für die 
vaskuläre Entwicklung kamen von verschiedenen Knockout-Mäusen. So sterben 
zum Beispiel Mäuse mit einem HoxA3-Genverlust pränatal an multiplen Defekten 
des kardiovaskulären Systems. Neben Missbildungen der Herzwand, haben solche 
Tiere einen anhaltenden offenen Ductus arteriosus Botalli, Verengungen der 
Aortenklappe und Aorten mit schwach entwickelter und dünn ausgeprägter 
Gefäßwand. Neben diesen kardiovaskulären Defekten weisen HoxA3 - 
Knockoutmäuse weitere Fehlbildungen in anderen Funktionen und Geweben auf. 
Man muss auf der anderen Seite betonen, dass solche schweren Schäden bei 
Mäusen mit einem Genverlust in der Hox-Familie eine Ausnahme sind. Meist sind Einleitung 
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die Phänotypen und Ausprägungen milder, da es durch die Duplikationen in den 
verschiedenen Hox-Clustern meist zu redundanten Funktionen der paralogen Hox-
Gene kommt. Daher ist es häufig sinnvoll, die verschiedenen Gene einer 
paralogen Subfamilie gleichzeitig auszuschalten, damit kompensatorischen 
Funktionen der anderen Gene zu unterbinden und so den Hox-Genen eine 
Funktion, unter anderem in glatten Gefäßmuskelzellen oder Endothelzellen, 
zuzuweisen.   
Glatte Gefäßmuskelzellen exprimieren eine Reihe von unterschiedlichen Hox-
Transkriptionsfaktoren sowohl im fötalen als auch im adulten Organismus (Patel et 
al., 1992; Miano et al, 1996).  Von besonderem Interesse ist dabei HoxB7. So 
differenzierten C3H10T1/2-Zellen, eine multipotente Zelllinie, nach Überexpression 
von HoxB7 in glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC). Damit einhergehend war eine 
erhöhte Proliferation, eine Induktion einer Gefäßmuskelzellen-Morphologie und 
eine Hochregulation der Expression früher Marker der Gefäßmuskelentwicklung, 
wie SM22α und Calponin. Weiterhin erhöhte HoxB7 die bFGF-Sekretion in Brust- 
und Melanomatumoren  und verminderte  die Wachstumsfaktorabhängigkeit 
solcher Tumore. Diese Beobachtungen lassen einen Einfluss von HoxB7 bei der 
Bildung vaskulärer Strukturen, der Expansion glatter Gefäßmuskelzellen sowie bei 
der Differenzierung immaturer Myozyten hin zu einer reiferen Form von 
Muskelzellen vermuten (Bostrom et al., 2000; Care et al.; 1996). 
In Endothelzellen konnten unterschiedliche Hox-Gene der Cluster HoxA, HoxB und 
HoxD nachgewiesen werden (Belotti et al., 1998; Boudreau et al., 1997; Myers et 
al., 2000). Für verschiedene dieser Hox-Gene wurde ein direkter oder potentieller 
Einfluss auf die Regulation von Endothelzellen in Hinblick auf deren angiogenen  
Funktionen gezeigt. Diese Regulation betrifft nahezu alle Teilbereiche der 
Angiogenese, aber auch der Vaskulogenese und konnte als pro- und als 
antiangiogener Einfluss nachgewiesen werden.  
So werden verschiedene Adhäsionsmoleküle, wie  L-CAM und N-CAM durch 
verschiedene Hox-Proteine reguliert (Jones et al., 1992; Goomer et al. 1994; 
Chuong, 1993). Auch für die Integrine αvβ3 und  α5β1 konnte eine Regulation durch 
HoxD3 gezeigt werden (Boudreau et al., 1997; Boudreau und Varner, 2004). Die 
essentielle Rolle von HoxD3 für die Angiogenese manifestiert sich auch darin, dass Einleitung 
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es durch angiogene Stimuli, wie dem Wachstumsfaktor bFGF oder dem 
extrazellulären Matrixprotein Del-1 aktiviert werden kann. Im Anschluss an eine 
Aktivierung oder erhöhte Proteinexpression von HoxD3 wurde neben der 
Regulation der Integrine αvβ3 und  α5β1 auch eine erhöhte Proteinsynthese des 
angiogenen Mediators Urokinase - Plasminogen - Aktivator (uPA) beobachtet 
(Boudreau et al., 1997). Weitere Zielgene oder Interaktionspartner von Hox-
Proteinen sind unterschiedliche Proteine wie das Matrixprotein Osteopontin (OPN) 
oder Transkriptionsfaktoren wie Smad1 und Smad4 (Shi et al., 1999; Shi et al., 
2000). Außerdem wurden auch Ephrine oder Eph-Rezeptoren als mögliche 
Zielgene diskutiert (Myers et al. 2000; Chen and Ruley, 1998). Hox-Gene wirken 
nicht nur als Aktivatoren der Angiogenese, wie HoxB3, das für eine kapillare 
Morphogenese und Kapillarsprossung und Migration verantwortlich ist, sondern 
auch als Repressoren, wie HoxA10, das den seneszenten und nicht-angiogenen 
Phänotyp von Endothelzellen erhält.  
Neben der Proliferation und Migration von maturen EC, spielt auch die von EPCs 
vermittelte Vaskulogenese eine wichtige Rolle in der postnatalen Neovaskulari-
sierung. Verschiedene Arbeiten zeigen eine wesentliche Rolle von Hox-Genen für 
die Differenzierung in hämatopoetischen Stammzellen (HSC). In adulten 
Organismen induziert HoxB4 in vitro die Differenzierung früher Stammzellen zu 
definierten HSCs, fördert die Expansion solcher Stammzellen ex vivo und verstärkt 
auch in vivo das regenerative Potential von HSCs hin zur einer verbesserten 
Hämatopoese (Kyba et al. 2002; Antonchuk et al. 2002). Neben HoxB4 greifen 
noch eine Vielzahl anderer Hox-Gene in dieses System der hämatopoetischen 
Differenzierung und Erhaltung des Stammzellpools ein. Unter anderem fördert 
HoxB7 die Stammzellproliferation, während HoxA5 oder HoxB6 die myeloide 
Differenzierung hemmt. Die endotheliale Differenzierung von multipotenten 
Stammzellen wird dagegen von HoxB5 begünstigt (Carè et al., 1996; Fuller et al, 
1999; Fischbach et al., 2005; Wu et al, 2003). Aufgrund seiner Expression in 
Endothelzellen sowie in hämatopoetischen Zellen und damit seiner potentiellen 
Rolle für Angiogenese und Vaskulogenese war der Transkriptionsfaktor HoxA9 
zentraler Punkt der Untersuchungen in dieser Arbeit. 
 Einleitung 
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Tabelle: Homeobox-Proteine in Angiogenese und Vaskulogenese 
Gen Funktion/Beobachtung 
Angiogenese 
HoxA3  HoxA3-Knockoutmäusen haben letale kardiovaskuläre Defekte 
HoxB7   Induziert die VSMC-Differenzierung von C3H10T1/2-Zellen 
HoxA/B/D - Cluster  Expression in Endothelzellen 
HoxD9  Reguliert die Expression von L-CAM 
HoxB9/B8/C6  Regulieren die Aktivität des N-CAM - Promotors 
HoxD3  Induziert die Expression der Integrine α5β1 und αvβ3 und des uPA 
Induziert einen angiogenen Phänotyp 
HoxB3 Fördert  die  Kapillarmorphologie von EC sowie die Agiogenese 
Ist essentiell für die Expression von EphrinA1 
HoxA9  Interagiert mit Smad4 
Inhibiert die BMP-induzierte Aktivierung des OPN-Promotors 
HoxC8  Interagiert mit Smad1 
Inhibiert die BMP-induzierte Aktivierung des OPN-Promotors 
HoxA1/B1  Aktiviert die Aktivität des EphA2-Promotors 
HoxA10  Erhält den seneszenten und nicht-angiogenen Phänotyp von EC 
Vaskulogenese 
HoxB4  Fördert die Differenzierung früher HSCs 
Verstärkt das regenerative Potential von HSCs 
Reguliert die Stammzellexpansion 
HoxB7 Fördert  die  Stammzellproliferation 
HoxB5  Fördert die endotheliale Differenzierung 
HoxA5/B6  regulieren die myeloide Differenzierung und HSC-Expansion 
HoxA9  reguliert die Stammzellexpansion  
kann AML oder MLL induzieren 
reguliert die Differenzierung und Proliferation von HSC 
 
1.7 Der Transkriptionsfaktor HoxA9  
  
Das HoxA9 - Gen besteht aus drei Exons die für zwei verschiedene funktionelle 
Proteine kodieren. Das für die Homeodomäne kodierende Exon teilen sich beide Einleitung 
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Proteine, während die beiden anderen Exons auf eines der beiden Isoformen 
beschränkt sind (Borrow et al, 1996; Kim et al., 1998). Ein Protein (HoxA9-A) wird 
ausschließlich während der fötalen und embryonalen Entwicklung exprimiert, 
während die zweite Isoform (HoxA9-B) in multiplen Geweben und Zellen im 
embryonalen sowie adulten Organismus exprimiert wird. Als einziges bekanntes 
Gen der Hox-Familie ist von HoxA9 eine endothel-spezifische Spliceform 
(HoxA9EC) beschrieben worden (Patel et al, 1999) und ist deshalb in den Focus 
dieser Arbeit gerückt. Zusätzlich dazu sind es vor allem stark durchblutete Organe, 
wie Lunge, Niere, Milz, Herz oder Leber, in denen HoxA9 exprimiert wird (Borrow 
et al, 1996; Kim et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung: Die verschiedenen humanen Isoformen von HoxA9 
 
Verschiedene Arbeiten zeigten, dass HoxA9 durch angiogene Stimuli, wie zum 
Beispiel TGFβ und TNFα reguliert werden kann (Shi et al., 2001; Patel et al., 1999). 
Darüber hinaus wird HoxA9 über verschiedene Kofaktoren reguliert. So bildet 
HoxA9 mit anderen Homeobox-Proteinen verschiedene Heterodi- und -trimere. Die 
wichtigsten dabei sind Proteine der Pbx-Familie, namentlich Pbx1 und Pbx2 sowie 
der Transkriptionsfaktor Meis1 (Shen et al, 1999; Kroon et al., 1998; LaRonde et 
al., 2003). Zusätzlich zu der Regulation durch verschiedene Kofaktoren oder 
Wachstumsfaktoren lässt der HoxA9-Kernimport nach Thrombopoetin-Stimulation 
in hämatopoetischen Stammzellen sowie die verminderte Aktivität von HoxA9 nach 
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Phosphorylierung durch die Proteinkinase C weitere Regulationsmöglichkeiten des 
Proteins vermuten (Kirito et al., 2004; Vijapurkar et al., 2004). 
Die hauptsächlichen, bisher beschriebenen Untersuchungen an HoxA9 betreffen 
vor allem die Bedeutung des Proteins in der Hämatopoese, da HoxA9 dort als 
starkes Protoonkogen wirkt. So führt die Überexpression von HoxA9 in 
Knochenmarkzellen von Mäusen innerhalb von 3 bis 10 Wochen, aufgrund einer 
Translokation im Genom und darauf folgender Expression eines onkogenen 
Fusionsproteins HoxA9-Nup98, zu einer schweren akuten myeloiden Leukämie 
(AML) (Thorsteinsdottir et al., 2002). Außerdem ist HoxA9 ein Zielgen des Mixed-
Lineage-Leukemia (MLL) - Gens sowie von verschiedenen MLL-Fusionsproteinen, 
die zu einer verstärkten Expression von HoxA9 und in Folge dessen zu einer 
anderen Form der Leukämie, der Mixed-Lineage-Leukemia (MLL) führen kann, die 
mit einer Hemmung der Differenzierung in der Hämatopoese sowie der Meis1-
induzierten Caspase-abhängige Apoptose einhergeht (Ferrando et al., 2003; 
Armstrong et al., 2002; Yeoh et al., 2002; Zeisig et al., 2004; Wermuth und 
Buchberg, 2005). Diese Daten sprechen für eine distinkte Rolle von HoxA9 bei der 
Erhaltung und Differenzierung von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen in 
die verschiedenen Linien des hämatopoetischen Systems. Diese These wird 
erhärtet durch Untersuchungen, bei denen gezeigt wurde, dass Überexpression 
von HoxA9 die Differenzierung primärer Knochenmarkzellen oder der myeloiden 
Differenzierung multipotenter HSC als Antwort auf G-CSF hemmt (Calvo et al., 
2001; Fujino et al., 2001; Kroon et al., 1998).  
Der embryonale Phänotyp HoxA9-defizienter Mäuse weist strukturelle Defekte der 
unteren Rippenbögen auf. Neben diesen Fehlern beim Skelettaufbau sind keine 
weiteren Mängel in der embryonalen Entwicklung bei einem Verlust von HoxA9 
gezeigt worden (Fromental-Ramain et al., 1996).  Während des postnatalen 
Stadiums dagegen konnten mannigfaltige Störungen bei einer Dysregulation von 
HoxA9 nachgewiesen werden. So haben adulte HoxA9-defiziente Mäuse eine 
gestörte T-Zellentwicklung sowie eine erhöhte Apoptoserate in primitiven 
Thymozyten (Izon et al., 1998), sowie Defekte der myeloiden, erythroiden und 
lymphoiden Hämatopoese (Lawrence et al., 1997). Eine erhöhte HoxA9-Expres-
sion im Knochenmark von Mäusen führte innerhalb von 3 - 10 Monaten zu einer  Einleitung 
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akuten myeloiden Leukämie (AML) sowie zu einer Expansion von unreifen 
Progenitorzellen, der den oft beobachtete Zusammenhang zwischen einer AML 
und einer gesteigerten HoxA9-Produktion bestätigte (Thorsteinsdottir et al., 2002). 
Daneben sind noch Störungen der Differenzierung von B-Lymphozyten und einer 
veränderten Granulopoese bekannt (Thorsteinsdottir et al., 2002; Fujino et al., 
2001). 
Erstaunlicherweise haben Knockout-Mäuse für Meis1, einen bekannten Kofaktor 
von HoxA9, einen gestörten angiogenen Phänotyp, was einen Hinweis auf eine 
Rolle von HoxA9, für die embryonale Angiogenese geben könnte (Hisa et al., 
2004). HoxA9 ist außerdem essentiell für die embryonale hämatopoetische 
Differenzierung sowie die pränatale Stammzellexpansion (Thorsteinsdottir et al., 
2002; Davidson et al., 2003). Die Mechanismen bei der postnatalen 
Vaskulogenese wird die embryonale Entwicklung des Hämangioblasten zum Teil 
nachvollzogen wird, woraus sich die Hypothese einer partiellen Kontrolle der 
Vaskulogenese durch HoxA9 auch im adulten Organismus ableiten lässt.  Einleitung 
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1.8 Fragestellung 
 
Verletzungen oder atherosklerotische Erkrankungen des Endothels können 
Durchblutungsstörungen und in Folge dessen zu schweren funktionellen 
Störungen im adulten Organismus führen. Dabei auftretendes ischämisches 
Gewebe muss, durch Angiogenese und Vaskulogenese, wieder an das 
Gefäßsystem angebunden werden.  
Homeobox-Gene (Hox) sind Transkriptionsfaktoren die während der Embryonal-
entwicklung an der Organogenese und der Entwicklung des kardiovaskulären 
Systems beteiligt sind. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass Homeobox-
Proteine an der transkriptionellen Regulation von Genen  der Angiogenese auch im 
adulten Organismus beteiligt sind. HoxA9 wird sowohl in Endothelzellen als auch in 
hämatopoetischen Zellen exprimiert und ist so ein Kandidat für die transkriptionelle 
Regulation der postnatalen Angiogenese und Vaskulogenese. 
Ziel der Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung von HoxA9 für die 
Gefäßneubildung im adulten Organismus zu untersuchen. Dazu wurden folgende 
Fragen untersucht: 
 
1.  Der Einfluss von HoxA9 auf essentielle Funktionen der Angiogenese und 
Vaskulogenese. Im Speziellen wurden dafür die Proliferation, Migration, 
Apoptose maturer Endothelzellen sowie die Expansionsfähigkeit 
endothelialer Vorläuferzellen untersucht. 
2. Identifizierung von HoxA9-regulierten Zielgenen in Endothelzellen mittels 
verschiedener molekularbiologischer Methoden. 
3. Untersuchung der physiologischen Relevanz von HoxA9 bei HoxA9-
defizienten Mäusen.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Verwendete Organismen 
Als Hintergrundmausstamm für Wildtyp, homozygote (HoxA9
-/-) und heterozygote 
(HoxA9
+/-) Mäuse wurden Tiere von Stamm C57-black/6N verwendet (die Tiere 
wurden von H. Jeffrey Lawrence, MD, Veterans Affairs Medical Center, St. San 
Francisco und Mario R. Capecchi, MD, Howard Hughes Medical Institute, Salt 
Lake City freundlicherweise zu Verfügung gestellt). 
 
Tab.2-1 Verwendete Zellen 
Zellen Anmerkung 
HUVEC  Humane venöse Nabelschnurendothelzellen (Fa. Clonetics
) 
HEK293  Humane embryonale, mit Adenovirus 5 transformierte, Nierenzellen  
 
2.2 Nährmedien 
 
Tab. 2-2 Zellkulturmedien 
Medium Zusätze 
Endothelial Cell Basal Medium 
(EBM) (Fa. Clonetics) zur 
Kultivierung arterieller muriner 
Endothelzellen sowie HUVEC 
10% Fötales Kälberserum (FCS, Boehringer), hEGF 
(10 µg/ml), Hydrocortison (1 µg/ml), Bovine brain 
extract (3 µg/ml), Gentamicin Sulfat (50 µg/ml), 
Amphotericin-B (50 µg/ml) (alle Invitrogen) 
EBM zur Kultivierung 
endothelialer Progenitorzellen  
20 % FCS, hEGF (10 µg/ml), Hydrocortison (1 µg/ml), 
Bovine brain extract (3 µg/ml), Gentamicin Sulfat (50 
µg/ml), Amphotericin-B (50 µg/ml) 
RPMI 1640 - Medium mit Gluta-
max (Fa. Gibco) zur Isolierung 
arterieller muriner Endothelzellen  
10% FCS, 1 mM Na-Pyruvat, 10 mM HEPES, 
nonessential Aminosäuren (stock 100 x), Penicillin/ 
Streptomycin U/500 ml Medium (alle Invitrogen) 
RPMI 1640 – Medium mit Gluta-
max zur Isolierung mono-
nukleärer Zellen der Milz von 
10% FCS, Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)  
1U/500ml Medium,  50 µM Mercaptoethanol Material und Methoden 
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Mäusen  
DMEM 4500 Glucose with 
Glutamax zur Kultivierung von 
Allantois sowie HEK293-Zellen 
10% hitzeinaktiviertes FCS, Penicillin/Streptomycin 
(Invitrogen) 500 U/ml Medium 
 
2.3 cDNA – Klonierung 
 
Die Plasmide HoxA9 wt (Transkriptvariante 1: Accession BC006537) und eine 
HoxA9-Mutante ohne  Homeodomäne (∆aa: 206 - 272) wurden durch RT-PCR 
(PCR-Thermocycler - Perkin Elmer) aus HUVEC-RNA amplifiziert und mit Hilfe der 
Schnittstellen EcoR V und Hind III in pcDNA 3.1. myc/His Version B (-) mit CMV-
Promotor (Invitrogen) kloniert.  
 
2.4 Plasmidpräparation 
 
Sämtliche Plasmidpräparationen wurden mit Maxipräparations-Kits der Fa. Qiagen 
durchgeführt. Dafür wurde eine entsprechende Bakterienkultur über Nacht bei 
37°C in einem Schüttler inkubiert, anschließend 15 min bei 2000g zentrifugiert und 
das entstandene Pellet mit einem zum Kit gehörenden Puffer lysiert. Im Folgenden 
wurde nach Angaben des Herstellers vorgegangen. Die Konzentration und 
Reinheit der erhaltenen DNA wurde photometrisch bestimmt. Als saubere DNA 
wurde ein Quotient OD260nm/OD280nm =1,6 - 1,8 angesehen.  
 
2.5 Viruskonstruktion 
 
HoxA9 wt (Transkriptvariante 1) wurde aus HUVEC-RNA durch RT-PCR 
amplifiziert und mit den Schnittstellen Not I und EcoR V in den Shuttle-Vektor 
pAdTrack-CMV kloniert. Das aufgereinigte Plasmid wurde im folgenden mit Pme I 
linearisiert und mit dem linearisierten Plasmid eine Transformation des E. coli – 
Bakterienstamm BJ5183 durchgeführt. Dieser Bakterienstamm ist stabil mit dem Material und Methoden 
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adenoviralen Backbone-Vektor pADEasy-1, der eine Ampicilin-Resistenz besitzt, 
transformiert. Die rekombinante Integration des linearisierten pAdEasy-CMV-
Vektors in den pADEasy-1-Vektor wurde durch die dann vorhandene Kanamycin-
Resistenz selektioniert und durch Visualisierung der Größenverhältnisse im 
Agarosegel bestätigt. Abschließend wurden die, mit Pac I linearisierten Rekom-
binanten mit dem Genetrans II – System (Mobitec) in HEK293-Zellen transfiziert 
und nach 7-10 Tagen der fertige Virus mit einem Adeno-X-Virus-Purification-Kit 
(BD Biosciences) aufgereinigt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.:  Schematische Darstellung des pAd-Easy-Systems zur Herstellung des HoxA9-
Adenovirus (modifiziert nach He et al., 1998) 
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2.6 Kultivieren von Endothelzellen 
 
Humane venöse Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) wurden in EBM-Vollmedium 
in T 75-Zellkulturflaschen (Greiner) bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit bis 
zur 3. Passage kultiviert. Für das Passagieren der Zellen wurde das Medium 
entfernt, die Zellen mit 7 ml Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS w/o Ca + Mg, 
Gibco) gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA (Boehringer Mannheim) bis zum 
Abrunden der Zellen inkubiert. Nach Entfernen des Trypsins, wurden die Zellen mit 
einem Zellschaber (Greiner) in 10 ml Medium abgelöst und zur Zellerhaltung in T 
75-Zellkulturflaschen ausgebracht und kultiviert. 
Zur Durchführung der Versuche wurde die Zellzahl bestimmt und je nach 
Versuchsansatz 3,5 - 4,5 x 10
5 Zellen in 6 cm-Zellkulturschalen (Greiner) 
ausgebracht und für 18 h kultiviert.  
Für die Kultivierung arterieller muriner Endothelzellen wurde der gleiche Ansatz 
wie für HUVEC verwendet, jedoch wurden die Zellkulturschalen vorher 30 min mit 
1% Fibronektin (Sigma) in PBS inkubiert. 
 
2.7 Kultivieren von humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) 
 
HEK293-Zellen wurden in DMEM 4500 in T 75 - Zellkulturflaschen (Greiner) bei 
37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Für die Herstellung des 
Vollmediums wurde zuvor das Komplementsystem des fötalen Kälberserums für 
20 min bei 56°C inaktiviert. Für das Passagieren der Zellen wurde das Medium 
entfernt, die Zellen mit 7 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin/EDTA 
(Boehringer) bis zum Abrunden der Zellen inkubiert. Das Trypsin wurde dann mit   
7 ml RPMI-Vollmedium inaktiviert, gemischt, anschließend 1:10 in T 75 -
Zellkulturflaschen ausgebracht. 
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2.8 Isolierung und Kultivierung von endothelialen Progenitorzellen 
 
Die Isolierung von endothelialen Progenitorzellen (EPC) aus dem peripheren Blut 
erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation nach Vasa et al. (Vasa et al., 2001). 
Dabei wurden 15 ml Ficoll (Biochrom AG) mit 25 ml, zuvor 1:2 mit PBS 
verdünntem Blut überschichtet und mit 800 g für 20 min bei 21°C ohne Bremse 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation stellten sich die mononukleären Zellen (MNC) 
als dünne Interphase zwischen den Schichten dar. Zwischenzeitlich wurde eine 24-
well Platte mit Fibronektin (10 ng/ ml PBS, Fa. Sigma) für mind. 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Fibronektin wurde unmittelbar vor dem Ausbringen 
der Zellen das Fibronektin abgesaugt. Die mononukleären Zellen wurden mit einer 
5 ml Pipette (Greiner) entnommen, in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt, mit PBS 
vollständig aufgefüllt, anschließend 10 min mit 800 g und 21°C zentrifugiert. Dieser 
Waschschritt wurde bis zur vollständigen Klarheit des Überstandes wiederholt und 
anschließend 4 x 10
6 Zellen auf die mit Fibronektin beschichtete 24-well Platte 
ausgebracht und für 4 Tage bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit ohne 
weiteren Mediumwechsel kultiviert. Nach 4 Tagen wurden die adhärenten Zellen 
mit 1,1`-dioctadecyl-3,3,3`,3`-tetramethyl-indocarbocyanide Perchlorate - konju-
giertem acetylierten Low-density-Lipoprotein (DiI-Ac-LDL, Harbor Bio-Products) 
gefärbt. Zur genaueren Verifizierung des endothelialen Phänotyps wurden die 
Zellen zusätzlich mit FITC-markiertem Lektin von Ulex europaeus (Sigma), einem 
Endothelzellmarker charakterisiert. Die Auszählung der EPC erfolgte an einem 
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert100, Zeiss).   
 
2.9 RNA-Isolierung 
 
Die Isolierung der Gesamt-RNA aus HUVEC erfolgte mit Trizol-Reagenz 
(Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. Dabei wurden die Zellen einer 6 cm -
Zellkulturschalen mit 1 ml Trizol-Reagenz lysiert, nach 5 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 200 µl Chloroform zugesetzt, gut vermischt und für 15 
min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Der entstandene klare Überstand wurde Material und Methoden 
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entnommen, mit 10 µg Glycogen (Invitrogen) sowie 500 µl Isopropanol gemischt 
und bei 4°C über Nacht inkubiert. Der Mix wurde anschließend für 15 min, bei 
20000 g und 4°C zentrifugiert und das entstandene Pellet mit 75 % Ethanol gewa-
schen. Abschließend wurde das getrockene Pellet in 20-50 µl RNase-freiem 
Wasser aufgenommen. 
 
2.10 RT-PCR 
 
Die isolierte mRNA wurde in einer konventionellen semiquantitativen RT-PCR oder 
in einer quantitativen RT-PCR eingesetzt. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 
2-3 zusammengefasst. Für die semiquantitative Analyse wurden 3 µg RNA mit 
Hilfe eines RT-PCR-Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers in cDNA 
umgeschrieben und anschließend in einer die Standard- PCR eingesetzt.  
Eine Probe setzte sich zusammen aus  
-  1 µl cDNA (Maximalkonzentration 250 ng DNA/µl) 
-   0,25 µl dNTP (10mM, Invitrogen) 
-    3 µl 10 x PCR-Puffer (Platinum Taq Polymerase Reaction Buffer, 
Invitrogen) 
- 1,2  µl  MgCl2 (50 mM) 
-  125 ng je Primer  
-  0,25 µl Platinum Taq Polymerase (1,4 U; Invitrogen) 
-   Die gesamte Probe wurde dann auf 30 µl mit H2O aufgefüllt 
Die Höhe der Annealing-Temperatur lag bei 58,5°C. Die Zahl der Zyklen 
unterschied sich je Versuch und Gen und lag zwischen 18-40 Zyklen. Die 
Expression wurde als Ratio zwischen der Menge von GAPDH (als Gleich-
ladungskontrolle) und der Menge des jeweiligen zu untersuchenden Genes 
angegeben. Für die quantitative Analyse wurde eine RT-PCR mit Hilfe eines one-
step-RT-PCR-Kit (Roche Diagnostics) in einem Lightcycler - „real-time“ – 
Thermocycler (Roche Diagnostics) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Die Amplifikation erfolgte mit einer Bindungstemperatur von 61°C bei 40 Zyklen. 
Die Höhe der Genexpression wurde anhand einer Standardkurve eines IL-10 – 
Primermixes (Roche Diagnostics) mit Hilfe einer Instrumentensoftware (Roche Material und Methoden 
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Diagnostics) errechnet. Die Spezifität der Amplifikation wurde mit einer 
Schmelzpunktkurve bestätigt.  
 
Tab. 2-3 Oligonukleotide für RT-PCR 
Oligonukleotide für semiquantitative RT-PCR 
Oligonukleotide Sequenz  Spezifität 
eNOS-forward  5`-ccc atc gat ccc aat aac-3`  human/Maus 
eNOS-reverse  5‘-ggg tct ggc tgg tag cgg aag g-3‘  human/Maus 
VEGF-R2-forward  5`-caa caa agt cgg gag agg ag-3`  human 
VEGF-R2-reverse  5’-atg acg atg gac aag tag cc-3’  human 
VE-Cadherin-forward  5’-agg tat gag atc gtg gtg gaa gc-3’  human 
VE-Cadherin-reverse  5’-tgg atg tat tca taa tcc aga ggc-3’  human 
CD31-forward  5’-gct gtt ggt gga agg agt gc-3’  human 
CD31-reverse  5’-gaa gtt ggc tgg agg tgc tc-3’  human 
vWF-forward  5’-tct ggc tga ggg agg taa aa-3’  human 
vWF-reverse  5’-ggc att gag aac ctc atg gt-3’  human 
HoxA9-forward  5’-gta cat gcg ctc ctg gct gga g-3’  human 
HoxA9-reverse  5’-ctg gag gag aac cac aag cat ag-3’  human 
GAPDH-forward 5’-tca  cca  tct  tcc agg agc gag atc-3’ human/Maus 
GAPDH-reverse  5’-gag acc acc tgg tgc tca gtg tag-3’  human/Maus 
VEGF-R2-forward  5’-ggg aac tga aga cag gct act tg-3’  Maus 
VEGF-R2-reverse  5’-gat gct cca agg tca gga agt cc-3’  Maus 
HoxA9-forward  5’-gcc cgg tgc gct ctc ctt cgc-3’  Maus 
HoxA9-reverse  5’-cat cct gcg gtt ctg gaa cca g-3’  Maus 
Oligonukleotide für quantitative RT-PCR (Light Cycler) 
eNOS-forward  5`-acc tga caa ccc caa gac cta-3`  human 
eNOS-reverse  5`-aaa agc tct ggg tgc gta tg-3`  human 
VEGF-R2-forward  5`-tat gac aac aca gca gga atc a-3`  human 
VEGF-R2-reverse  5`-cac cat tcc acc aaa aga tg-3`  human 
VE-Cadherin-forward  5`-aaa aca cct cac ttc ccc at-3`  human 
VE-Cadherin-reverse  5`-ggt ttt cac cag tgt cct tgt-3`  human Material und Methoden 
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CD31-forward  5`-ctg ctg acc ctt ctg ctc tg-3`  human 
CD31-reverse  5`-taa aac agc acg tca tcc tta tag a-3`  human 
vWF-forward  5`-cga cat gga gga tgc cgt-3`  human 
vWF-reverse  5`-act cat tga tga ggc agg ggt-3`  human 
HoxA9-forward  5`-ccc atc gat ccc aat aac-3`  human 
HoxA9-reverse  5`-cgt ctt ttg ctc ggt ct-3`  human 
GAPDH-forward  5`-ttg gta tcg tgg aag gac tca-3`  human 
GAPDH-reverse  5`-tgt cat cat att tgg cag gtt t-3`  human 
eNOS-forward 5`-cac  att  tgg caa tgg gga tc-3`    Maus 
eNOS-reverse  5`-tgc act gtc tgt gtt gct aga ctc-3`  Maus 
VEGF-R2-forward  5`-gtc atc tcc ttc cat gtg atc-3`  Maus 
VEGF-R2-reverse  5`-ctg gtt cca gtc agg ct-3`  Maus 
VE-Cadherin-forward  5`-acc taa agt gtg tga gaa tgc-3´  Maus 
VE-Cadherin-reverse  5`-ctg gtt cca gtc agg ct-3`  Maus 
HoxA9-forward  5`-aca ctt tgt ccc tga ctg act atg-3`  Maus 
HoxA9-reverse  5`-cgg tcc cgt gtg agg ta-3`  Maus 
GAPDH-forward  5`-aat ggt gaa ggt cgg tgt ga-3`  Maus 
GAPDH-reverse  5`-ctg gaa gat ggt gat ggg c-3`  Maus 
 
2.11 Protein-Präparation aus Zellen 
 
Die Zellen (4,0 x 10
5 Zellen/Kulturschale) wurden auf Eis mit PBS (4°C) 
gewaschen, abgelöst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf) überführt und für 
15 min in 200 µl Lysispuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM 
Na3VO4; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA, 1 % Triton; 2,5 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM 
ß-Glycerolphosphat; 1 mM PMSF; 1 µg/ml Leupeptin) auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde das Lysat zentrifugiert (20000 g, 4°C, 15 min) und die 
Proteinkonzentration im Überstand nach Bradford bestimmt. 
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2.12 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Proteinproben (je 2 µl) wurden mit 798 µl H2O und 200 µl Protein-
Färbereagenz (Biorad) versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Als Referenz wurden 
798 µl H2O mit 200 µl Protein-Färbereagenz sowie 2 µl Lysispuffer verwendet. Die 
Messung der Absorption des entstandenen Protein-Farbstoffkomplexes erfolgte im 
Spektralphotometer bei λ = 595 nm. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer 
Rinderserumalbumin (BSA)-Eichkurve errechnet. 
 
2.13 Immunpräzipitation 
 
Für die Immunpräzipitation wurden Zellextrakte nach Zelllyse verwendet (siehe 
Kapitel 2.11). Dabei wurden 500 µg Gesamtprotein (1 µg/ µl Konzentration) und 2-
5 µg Antikörper über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. Nach Zugabe 
von 25 µl Protein A/G plus Agarose (SantaCruz) wurden die Proben für weitere 2 h 
bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert, anschließend 3 min bei 500 g zentrifugiert 
und der Überstand verworfen. Nach dreimaligem Waschen mit Lysispuffer wurden 
die Proben mit 4 x Probenpuffer (250 mM Tris pH 6,8; 8% SDS(v/v); 40% Glycerin 
(v/v); 0,04% Bromphenolblau (w/v); 200 mM DTT) 5 min bei 100°C gekocht und in 
einem SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. 
 
2.14 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (Laemmli, 1970) 
 
Die zu analysierenden Proteine wurden in 4 x Probenpuffer 5 min bei 100°C 
gekocht und durch SDS-PAGE in einem Gel mit 8-12% SDS-Anteil (abhängig von 
der Größe des zu untersuchenden Proteins) der Größe nach aufgetrennt. Mit Hilfe 
des so genannten Laemmli-Systems wurden die Proteinproben zunächst in einer 
Sammelgelschicht (1 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,4% Acrylamid) konzentriert und 
anschliessend im Trenngel (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8; 8-12% Acrylamid) separiert. Material und Methoden 
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Verwendet wurde das Gelelektrophoresesystem Mini Protean II der Fa. Biorad. 
Nach der Polymerisation des Gels wurden die Proteinproben geladen und bei 100 
V, 2 h lang getrennt. Als Laufpuffer wurde 0,25 M Tris, 0,69 M Glycin und 1% SDS 
verwendet.  
 
2.15 Transfer von Proteinen (Western Blot) 
 
Der Western Blot ermöglicht den Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine 
auf eine Membran. Dabei werden die Proteine durch eine quer zum Gel 
verlaufende Elektrophorese auf die Membran übertragen, immobilisiert. Für den 
Transfer der Proteine wurden Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (Immobilon-
P, Millipore) verwendet. Zur Vorbehandlung wurden die PVDF-Membran 10 sec in 
Methanol inkubiert und anschließend 2 min gewässert. Das Gel, die vorbehandelte 
Membran und 6 Whatman 3MM Papiere wurden in Transferpuffer (0,05 M Tris; 
0,038 M Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol) äquilibriert und luftblasenfrei zwischen 
zwei „scotch pads“ aufgebaut und vertikal in die mit Transferpuffer und einer 
Eiskammer gefüllte Wet-Blot-Kammer (Biorad) eingehängt. Der Proteintransfer 
erfolgte 1,5 h bei konstant 20 W. 
 
2.16 Immunologischer Nachweis membrangebundener Proteine 
 
Die Detektion der auf Membranen immobilisierten Proteine erfolgte mit Hilfe 
spezifischer Antikörper. Hierfür wurden die durch elektrophoretischen 
Proteintransfer (Western Blot) hergestellten Membranen zuerst mit 3% 
Rinderserumalbumin (BSA, Merck) oder 3% Magermilchpulver (MP, Töpfer) in TBS 
/Tween (50 mM Tris-HCl, pH 8; 150 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 0,1% Tween-20) 2 h 
blockiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu besetzen. 
Danach wurde die Membran mit einem spezifischen Antikörper (Tabelle 2-5), der 
an das zu untersuchende Protein bindet, über Nacht bei 4°C inkubiert. Sämtliche 
Antikörper wurden entweder in TBS/Tween mit Milchpulver oder BSA verdünnt. 
Nach der Inkubation mit dem Erstantikörper wurde die Membran 3 x 15 min mit Material und Methoden 
  40
TBS/Tween gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit einem 
Peroxidase-konjugierten IgG-Zweitantikörper (Tabelle 2-5) für 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran (je 15 min) 
wurde die gebundene Peroxidase mittels des ECL-Systems (Amersham) detektiert 
und auf Chemilumineszenz-Filmen (ECL-Hyperfilm, Amersham) nachgewiesen. 
Nach Belichtung erfolgte die Entwicklung der Filme in einem AGFA Curix 60. Die 
Inkubationen der Membran mit Blockierungsreagenzien bzw. des Zweitantikörpers 
sowie alle Waschschritte wurden auf einem Schüttelinkubator  der Fa. IKA-
Labortechnik durchgeführt. 
 
 Tab. 2-4 Antikörper für immunologischen Nachweis im Westernblot 
Erstantikörper  Hersteller  Blockierung Einsatz Zweitantikörper Einsatz 
Tubulin  Dianova 3  %  BSA  1:4000 
3 % BSA
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % BSA
Aktin  Sigma 3%  BSA  1:3000 
3 % BSA
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % BSA
ERK 1/2  Cell Signaling  3% BSA  1:1000 
3 % BSA
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % BSA
HoxA9 (A-20)  Santa Cruz  3 % MP  1:400 
3 % MP 
Anti-goat 
 
1:6000 
3 % MP 
EphB4 (H-200)  Santa Cruz  3 % MP  1:400 
3 % MP 
Anti-rabbit 
 
1:4000 
3 % MP 
eNOS  BD Biosciences 3 % BSA  1:3000 
3 % BSA
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % BSA
VEGF-R2  R&D Systems  3 % MP  1:600 
3 % MP 
Anti-goat 
 
1:6000 
3 % MP 
VE-Cadherin  Santa Cruz  3 % MP  1:400 
3 % MP 
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % MP 
Integrin αv  BD Biosciences 3 % BSA  1:1000 
3 % BSA
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % BSA
Integrin β3  BD Biosciences 3 % MP  1:1000 
3 % MP 
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % MP 
c-myc  Santa Cruz  3 % MP  1:250 
3 % MP 
Anti-mouse 
 
1:6000 
3 % MP Material und Methoden 
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2.17 Immuncytochemischer Nachweis von Proteinen 
 
Zum Nachweis von Proteinen in Zellen wurde ein immuncytochemischer Nachweis 
durchgeführt. Dazu wurden die Zellen für 15 min bei Raumtemperatur mit 4% 
Paraformaldehyd (in PBS) fixiert. Nach Permeabilisierung und Blockierung von 
unspezifischen Bindungsstellen mit 0,25 % Triton-X-100 und 1% BSA für je 15 min 
bei Raumtemperatur wurden alle Zellen mit einem spezifischen Antikörper, der das 
zu untersuchende Protein bindet,  in der Verdünnung 1:50 (in PBS) über Nacht bei 
4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und für 
1 h mit einen RhodaminRedX- oder Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-konjugiertem 
Zweitantikörper (Jackson Immunoresearch) in einer Verdünnung 1:200 (in PBS) 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen wurden die 
Zellen mit 4,6 Diamino-2-Phenylindol (DAPI) für 1 min inkubiert und dreimal mit 
PBS gewaschen. Anschließend wurden die Präparate mit Fluoromount Medium 
(Dako) eingebettet. Die Visualisierung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop und 
digitaler Kamera der Fa. Zeiss (Axiovert 100, Axiocam, Axiovision Software).  Für 
den Nachweis von CD31 bei kultivierten Allantois wurde ein mit Phycoerythrin (PE) 
- direkt konjugierter Antikörper verwendet. Im Übrigen wurde nach dem Protokoll 
der oben beschriebenen Immuncytochemie vorgegangen.  
 
2.18 Transfektion von Oligonukleotiden 
 
Für ein Knock-Down von HoxA9 sowie EphB4 in HUVEC wurden Zellen (3,5 x 10
5 
Zellen/ 6 cm Kulturschale) mit 360 pmol siRNA gegen HoxA9 (5`- ugc uga gaa uga 
gag cgg c - 3`) oder EphB4 (5`- gug ugu gaa gug cag cgu g - 3`) transfiziert. Dafür 
wurde die siRNA mit 200 µl Transfektionspuffer B sowie 176 µl EBM mit 24 µl 
Genetrans-II-Transfektions-Reagenz (Genetrans-II-Transfektions-Kit, Fa. Mobitec) 
gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden beide 
Mischungen miteinander versetzt und für weitere 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurden 3 ml EBM ohne Zusätze zugegeben und den vorher mit 
PBS gewaschenen Zellen zugesetzt (6 cm Kulturschale mit 70% konfluenten   Material und Methoden 
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HUVEC).  Nach 4 h erfolgte dann ein Mediumwechsel mit EBM-Vollmedium. 
Anschließend wurden die Zellen für mind. 36 h kultiviert. Der Effekt des „Knock-
Down“ war im Westernblot nach 36 h bis max. 96 h nachweisbar. Als Kontrolle 
wurde siRNA mit willkürlichen Sequenzen aus denselben Basenpaaren wie die 
spezifische siRNA verwendetet (HoxA9 „scrambled“ - Kontrolle: 5` - agc gug uag 
cua gca gag g - 3`; EphB4 „scrambled“ - Kontrolle: 5`- ggu agc gga uuc  gag ggu u-
3`).  
 
2.19 Transfektion von Plasmiden 
 
Für die Transfektion mit Plasmiden wurden 3 µg Plasmid mit 20 µl Superfect 
(Invitrogen) und 150 µl serumfreien EBM - Medium für 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz zusammen mit 1,2 ml EBM - Vollmedium 
den Zellen zugesetzt und für 3 h bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. Danach erfolgte ein Mediumwechsel mit 3 ml EBM-Vollmedium und die 
Zellen wurden für weitere 18 - 24 h kultiviert.  
 
2.20 Virustransduktion  
 
Für die Transduction  mononukleärer Zellen des Blutes (PBMNC) mit dem HoxA9- 
bzw. dem lacZ-Virus wurde eine Mischung aus Adenovirus, 10 µl Antennapedia-
Peptid (RQIAIWFQNRRMKWAA; 2.5 mM; Biosyntan) und 100 µl Optimem 
(Invitrogen) für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit 20 x 
10
6 PBMNC in 2,5 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS und 500 U/ml 
Penicillin/Streptomycin gemischt. Nach 24 h Kultivierung bei  37°C, 5% CO2 und 
95% Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen für 10 min bei 800 g zentrifugiert, je 4 x 10
6 
PBMNC in 1 ml EBM-Vollmedium für EPC resuspendiert, in eine Fibronektin-
beschichtete 24-well-Platte (siehe Kap. 2.8) ausgebracht und für weitere 3 Tage 
kultiviert. Die differenzierten EPC wurden in der schon beschriebenen Weise 
gefärbt und ausgezählt (Kap.2.8).  Material und Methoden 
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2.21 Genotypisierung  
 
Zur Überprüfung des Genotyps der verwendeten Mäuse wurden die Schwanz-
enden der Tiere mit einem Lysispuffer des DNeasy-Kits (Qiagen) bei 55°C auf 
einem Schüttelheizblock über Nacht lysiert. Im Folgenden wurde zur Gewinnung 
der DNA nach Angaben des Herstellers vorgegangen. Der Genotyp wurde 
anschließend mittels PCR  ermittelt, wobei in einer Reaktion 3 verschiedene 
Primer zur gleichzeitigen Ermittlung aller 3 Genotypen verwendet wurden. Die 
verwendeten Primer sind in Tabelle 2-6 aufgelistet.  Eine Probe zur 
Genotypisierung setzte sich zusammen aus: 
-  2 µl isolierte DNA  
-   0,25 µl dNTP (10mM; Fa. Invitrogen)) 
-    3 µl 10 x PCR-Puffer (Platinum Taq Polymerase Reaction Buffer; 
Invitrogen) 
-  0,9 µl MgCl2 (50 mM) 
-  125 ng je Primer  
-  0,25 µl Platinum Taq Polymerase (1,4 U; Invitrogen) 
-   Die gesamte Probe wurde dann auf 30 µl mit H2O aufgefüllt.  
Die Höhe der Annealing-Temperatur lag bei 65°C und die Zahl der Zyklen bei 30. 
 
Tab. 2-5 Oligonukleotide für Genotypisierung der HoxA9-Mäuse 
Oligonukleotide Sequenz 
forward Primer Wildtyp   5`- cgc tgg aac tgg aga agg agt ttc tg - 3` 
reverse Primer Wildtyp   5`- atc ctg cgg ttc tgg aac cag atc - 3` 
reverse Primer Neomycinkasette 5`- tct atc gcc ttc ttg acg agt tc - 3` 
 
2.22 Isolierung  und Kultivierung maturer endothelialer Mäusezellen 
(Outgrowth – Assay) 
 
Die Isolierung endothelialer Mäusezellen erfolgte nach einem Protokoll von 
Hoffmann et al. (Hoffmann et al., 2001) aus den Aorten von 10 - 16 Wochen alten Material und Methoden 
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Mäusen beiderlei Geschlechts. Für die Untersuchungen wurden alle drei 
möglichen Genotypen untersucht, d.h. Wildtyp, HoxA9
+/- und HoxA9
-/- Mäuse. 
-  Kollagenstammlösung: 2,5 mg Kollagen Typ III acid soluble (Sigma)/ ml 
0,013 M HCl (4 °C) am Abend vor den Versuchen frisch herstellen 
- Matrixlösung  herstellen: 
     ⋅   1,8 ml  Kollagenstammlösung 
     ⋅  600 µl   5 x DMEM (4°C) 
  ⋅  450 µl  0,026 M NaOH (4°C) 
  ⋅    30 µl  100 x Pen / Strep  
  ⋅    15 µl  200 x Gentamycin (Geneticin, Fa. Sigma)  
-  vortexen und mit NaOH auf einen pH - Wert von 7,0 einstellen 
-  500 µl der Matrixlösung je Platte einer 24-Loch-Platte ausbringen 
-  über Nacht im Brutschrank bei 37 °C auspolymerisieren 
-  Matrix mit 1 ml RPMI-Medium und 100 µl Endothelial cell growth 
supplement (ECGS – Fa. Calbiochem) für mind. 2 h bei 37 °C im 
Brutschrank äquilibrieren 
-  Aorta thoracalis entnehmen und das heraus gelöste Gefäß unter dem 
Binokular von Fett- und Geweberesten säubern und mit PBS blutfrei 
spülen 
-  Aorta semisteril der Länge nach aufschneiden und in annähernd drei 
gleich große Teile zerschneiden 
-  Aorta mit der Gefäßinnenseite in die mit der Kollagenmatrix ausge-
kleideten 24-Loch-Platten auflegen 
 
Die Aorten wurden für 48 Stunden in RPMI 1640 mit 100 µg/ml ECGS kultiviert. 
Nach zwei Tagen wurde Medium mit EBM-Vollmedium plus 10% FCS und 500 
U/ml Penicillin/Streptomycin vertauscht. Die weitere Kultivierung erfolgte aus-
schließlich in EBM-Vollmedium. Nach 4-6 Tagen, nachdem die Endothelzellen in 
die Matrix ausgewachsen waren und vor Beginn des nachfolgeneden 
Auswachsens von Fibroplasten (d.h. zum frühest möglichen Zeitpunkt), wurden die Material und Methoden 
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Aorten entfernt und die Kollagenmatrix mit 500 µl Kollagenase pan plus (Serva 
Electrophoresis; 2,4 U/ml in HBSS/ 10mM HEPES) verdaut. Nach einer Inkubation 
von 45 min bei 37 °C wurden die lysierten Matrices in 10 ml EBM überführt und 10 
min mit 800 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet in 1 ml EBM resuspendiert und in eine, mit Fibronektin beschichtete 
(Kap. 2.8), 24-Loch Platte ausgebracht. Die weitere Kultivierung erfolgte nach dem 
in Kapitel 2.6 beschriebenem Protokoll.  
 
2.23 Isolierung und Kultivierung von murinen endothelialen Vorläuferzellen  
 
Die Isolierung endothelialer Vorläuferzellen erfolgte aus den Milzen von 10 - 16 
Wochen alten Mäusen beiderlei Geschlechts. Für die Untersuchungen wurden alle 
drei möglichen Genotypen untersucht, d.h. Wildtyp, HoxA9
+/- und HoxA9
-/- Mäuse.   
Die Isolierung endothelialer Vorläuferzellen (EPC) erfolgte mit denselben Tieren, 
die auch für die Isolierung vollständig differenzierter Endothelzellen verwendet 
wurden.  
- Milz  entnehmen 
-  Fett und Gewebereste von der Milz entfernen 
-  Milz zusammen mit 7 ml RPMI 1640 vorsichtig pürieren 
-  Trennung der mononukleären Zellen von nicht- (z. B. Erythrozyten) bzw. 
polynukleären (z. B. Granulozyten) Zellen durch Dichtegradienten-
zentrifugation: 
⋅  5 ml Ficoll separating solution, Density 1,077 (Biochrom) in einem 15 
ml Plastikröhrchen (Greiner) vorlegen 
⋅  Ficoll mit dem pürierten Gewebe überschichten 
⋅  Zentrifugation ohne Bremse: 800 x g, 10 min, 21 °C 
⋅  Interphase mit den mononukleären Zellen zwischen Ficoll und 
Medium entnehmen, in ein neues 15 ml Plastikröhrchen überführen 
und mit PBS auf ein Endvolumen von 15 ml auffüllen 
⋅  Zentrifugation: 460 x g, 10 min, 21 °C Material und Methoden 
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-  Zellpellet in 1 ml EBM resuspendieren 
Es wurden je 4 x 10
6 Zellen in eine mit Fibronektin beschichtete (Kap.2.8) 24-Loch 
Platte ausgebracht. Die weiteren Schritte, die Kultivierung sowie die Auswertung 
entsprachen der im Kapitel 2.8 beschriebenen Vorgehensweise bei humanen EPC.  
 
2.24 Isolierung und Kultivierung von Allantois 
 
Für die Untersuchung der embryonalen Gefäßneubildung wurde die Allantois aus 
HoxA9
-/- - bzw. Wildtypmäusen nach einem Protokoll von Down et al. (Down et al., 
2001) isoliert und kultiviert. Für die Isolierung wurde den Mäusen am Tag 7,5 -8,5 
der Uterus entnommen, die Embryos isoliert und die Allantois seziert. 
Anschließend wurden die Allantois zusammen mit 400 µl DMEM 4500 Glukose mit 
Glutamax (Gibco), 10% FCS (Origin Nord Amerika, PAA) sowie 
Penecillin/Streptomycin  (1 U/ml; Roche) in eine 8-well-Glasplatte (NUNC) 
überführt und für 48 h bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Nach 24 h 
wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Im Anschluss an die Kultivierung wurden 
die Allantois mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit einem CD31-Antikörper, wie 
unter Kapitel 2.17 beschrieben, gefärbt.  
 
2.25 Untersuchung der Apoptoserate maturer Endothelzellen 
 
Die Apoptose ist durch bestimmte morphologische Eigenschaften charakterisiert. 
Diese schließen Veränderungen der Plasmamembran, wie den Verlust der 
Membransymmetrie oder –anbindung, eine Kondensation des Zytoplasmas und 
des Kerns sowie eine internukleosomale Spaltung der DNA mit ein. 
Veränderungen der Membran, wie die Ausstülpung des Phospholipids   
Phosphatidylserin (PS) stellen eines der ersten Ereignisse in diesem Prozess dar. 
Annexin V ist ein 35-36 kDa großes Phospholipid-bindendes Protein das eine hohe 
Affinität für PS hat und kann als durchflußzytometrischer Marker für apoptotische 
Zellen verwendet werden. Für die Untersuchungen wurden die Zellen in der bereits Material und Methoden 
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beschriebenen Weise mit Trypsin abgelöst, in 50 µl Annexin-V-Binding-Puffer 
(PharMingen) resuspendiert und mit 2,5 µl PE-konjugierten Annexin V 
(PharMingen) sowie 2,5 µl 7-AAD (PharMingen) für 15 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension mit Annexin V-Binding-Buffer 
gewaschen und für 5 min mit 1300 g bei 21°C zentrifugiert. Danach wurde das 
Pellet in 300 µl Annexin-Binding-Buffer resupendiert und sofort mittels FACS 
analysiert. Die Auswertung erfolgte nach dem Muster der nachfolgenden Abbildung.  
 
 
Abb.:  FACS-Analyse der Apoptoserate 
maturer Endothelzellen 
A) Sortierung der Zellen nach Größe - 
Ausschluss von Zelltrümmern  
B) ungefärbte Isotyp-Kontrolle  
C) Annexin und 7-AAD markierte Zellen  
        
 
 
 
2.26 Untersuchung der Proliferationsrate mittels BrdU 
 
Die Technik der Immunfluoreszenz-Färbung von eingebautem Bromdeoxyuridin 
(BrdU) stellt eine Möglichkeit zur Feststellung der Proliferationsrate von Zellen dar. 
Bei dieser Methode wird BrdU, ein Analogon des DNA-Vorläufermoleküls Thymidin, 
in neu synthetisierte DNA von wachsenden Zellen, die in die S-Phase eintreten 
oder sie durchlaufen, eingebaut. Das inkorporierte BrdU wird dann mit spezifischen, 
Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gefärbt und die Zellen auf ihren Anteil an 
eingebautem BrdU hin mit einem Durchfluss-Zytometer analysiert. Dafür wurden 
die Zellen für 30 min mit 10 mM BrdU bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in der bereits beschriebenen Weise mit 
Trypsin abgelöst und mit einem BrdU-Flow-Kit (BD Biosciences) nach Angaben 
des Herstellers fixiert, permeabilisiert und gefärbt. Zur Unterscheidung der 
4
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Endothelzellen von kontaminierenden Zellen (z.B. Fibroblasten) wurden bei der 
Analyse von Endothelzellen aus der Aorta von Mäusen, diese mit einem PE-
konjugierten CD146-Antikörper angefärbt. Die Auswertung erfolgte nach dem 
beschriebenen Muster der nachfolgenden Abbildung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Abbildung: FACS-Analyse der Proliferationsrate von maturen Endothelzellen 
A) Sortierung der Zellen nach Größe – Ausschluss von Zelltrümmern  B-D)  nur in A) einge-
schlossenen Zellen B) CD146-markierte Zellen    C) Isotyp-Kontrolle D) Einzeldarstellung der in B) 
eingeschlossen Zellen E) Darstellung der Zellzyklus-Phasen der CD146-positiven Zellen aus B) F) 
Schematische Gegenüberstellung von CD146-markierten mit Isotyp-markierten Zellen   
 
2.27 Nachweis von endogenem NO mittels FACS-Analyse  
 
Für den Nachweis von endogenem NO wurden die Zellen in einer 6 cm 
Kulturschale mit 10 µM 4,5-diaminofluorescein für 40 min bei 37°C, 5% CO2 und 
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95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 
für weitere 15 min unter denselben Bedingungen mit 3 ml Vollmedium EBM 
inkubiert. Anschließend wurden die fluoreszenz-markierten Zellen mit Trypsin 
abgelöst, in 300 µl PBS resuspendiert und die endogene NO-Produktion mittels 
FACS (FACS Calibur, CellQuest Software, Becton Dickinson) analysiert. 
 
2.28 CFU-Assay 
 
Die Fähigkeit von zirkulierenden Progenitorzellen zur klonalen Expansion macht es 
möglich, sie in vitro von anderen maturen Zellen zu unterscheiden. Mature Zellen, 
die in ein semisolides Gel aus Methylzellulose und Wachstumsfaktoren 
ausgebracht werden, sterben innerhalb von 1 - 2 Wochen. Progenitorzellen, die 
sich noch in einem noch nicht vollständig differenzierten, Stadium befinden, 
können im Gel differenzieren und lokal einen Zellhaufen (Klon) bilden, der sich 
komplett auf eine Gründerzelle zurückführen lässt. Die Klone lassen sich dann 
sowohl mikro- als auch makroskopisch identifizieren. Die durch die Isolierung aus 
Vollblut bedingte sehr heterogene Zellpopulation mit verschiedenen 
Progenitorzellen, machte es nach der Inkubation notwendig, die einzelnen 
Kolonien nach Aussehen, Form der Zellen und Farbe zu unterscheiden, und den 
einzelnen Gründerzelltypen zuzuordnen.   
Die für die Versuche benötigten endothelialen Progenitorzellen aus der Milz 
wurden wie unter Kapitel 2.7 beschrieben isoliert. Je 10
5 mononukleäre Zellen 
wurden mit 1,5 ml Methylzellulose (CellSystems) vermischt, mit 100 ng/ml murinem 
GM-CSF (Cell Concepts) sowie 20 ng/ml murinem VEGF (Cell Concepts) versetzt 
und in 3,5 cm Zellkulturschalen ausgebracht. Danach folgte eine 2-wöchige Inku-
bationszeit bei 37 °C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit. Anschließend wurden die 
Kolonien sowohl makro- als auch mikroskopisch ausgezählt.  
 
 Material und Methoden 
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2.29 Chromatin-Immunopräzipitation 
 
Eine Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) dient der Analyse von Protein-DNA-
Interaktionen. Dafür wurden die Zellen zuerst mit 1 % Formaldehyd fixiert. Dabei 
werden Proteine kovalent mit der DNA verbunden. Anschließend wurden die Zellen 
mit Proteinlysispuffer (1 % Triton (v/v); 0,32 M Sucrose; 5 mM EDTA pH 8,0; 10 
mM Tris pH 8,0; 1 mM PMSF; 200 mM DTT) für 30 min auf Eis lysiert und die DNA 
mit einem Ultraschallgerät  5 x 7 sec mit Output 5 (Branson Sonifire 450, Branson) 
in ca. 500 bp große Fragmente geteilt. Zwischen den einzelnen Ultraschall-
Schritten wurden die Proben für mind. 5 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden 
die Proben mit 10000 g für 10 min bei 4°C zentrifugiert und das Pellet in 1 ml 
Lysispuffer resuspendiert. Die Protein-DNA-Komplexe  wurden dann mit 2 µg anti-
myc - bzw. 5 µg  anti-HoxA9 (N20) - Antikörper (Santa Cruz) über Nacht bei 4°C 
auf einem Schüttler inkubiert. Die folgenden Schritte wurden mit einem Chromatin-
Immunpräzipitations-Kit (Upstate) gemäß den Anweisungen des Herstellers 
durchgeführt. Abschließend wurde eine Promotor-spezifische PCR mit den 
verschiedenen Promotoren der untersuchten Zielgene durchgeführt. Die 
verwendeten Primer sind in Tabelle 2-7 aufgeführt 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung: schematische Darstellung des Ablaufs einer Chromatin-
Immunpräzipitation 
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. Tab. 2-6 Oligonukleotide für PCR nach Chromatin-Immunpräzipitation 
Oligonukleotide Sequenz 
EphB4 forward  5`- atg aat tat tca gta gcg tga gct cc - 3` 
EphB4 reverse  5`- gct gag ccg gcc gct cgc ggt c -3` 
KDR forward  5`- ggt ttg tag ttc ttc ttg aag agg  - 3` 
KDR reverse  5`- ctc cag cta ctt ttc tgg gct tg -3` 
VE-Cadherin forward 1  5`- gcc ttg tga gga tga ggc tgt g - 3` 
VE-Cadherin reverse 1  5`- gtg gtg atc cca tga tgt ctt tg - 3` 
VE-Cadherin forward 2  5`- gaa ccc agc acc tgc aaa gag c - 3` 
VE-Cadherin reverse 2  5`- gac ttc cca acc att cac cca tg - 3`  
VE-Cadherin forward 3  5`- cag ccc agc cct cac aaa gga ac - 3` 
VE-Cadherin reverse 3  5`- gcc tgt ggg ctg agg gat g - 3` 
VE-Cadherin forward 4  5`- cgc tga gct gtt gtt tgt tca ttc - 3` 
VE-Cadherin reverse 4  5`- cac gtg tga ctg tag ctt ctt cc - 3` 
eNOS forward  5`- aca ttt caa atg gtg gct taa tat gga - 3` 
eNOS reverse  5`- gct ggg cat ctg gtc cac agg gg - 3` 
Integrin β3 forward 1  5`- gtg aat gtg tcc caa gaa tcc ag - 3` 
Integrin β3 reverse 1  5`- ctt ctc tag atc ccc tcg cgc ttc - 3` 
Integrin β3 forward 2  5`- aag ata agt gga att ttc caa gtg - 3` 
Integrin β3 reverse 2  5`- gca gcc tgc ctc aat ggg tag tcc - 3` 
Integrin αv forward 1  5`- cac ttc tct ggg cac ttt gct c - 3` 
Integrin αv reverse 1  5`- cac tga ttt gtt gat tta gga tgt - 3` 
Integrin αv forward 2  5`- ccg ctg acc cag gct cag gag - 3` 
Integrin αv reverse 2  5`- cct ttg ctt ccc tcc ggc tcc - 3` 
 
2.30 Luciferase-Reportergen-Assay 
 
Reportergensysteme finden bei der Erforschung der eukaryontischen 
Genexpression ihren Einsatz. In der hier vorliegenden Arbeit, wurde für die 
Reportergen-Assays ein Luciferasesystem verwendet. Dabei wurden verschiedene Material und Methoden 
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Promotoren (Tabelle 2-8) vor verschiedene Luciferasegen-Vektoren (alle Promega)  
kloniert und  zusammen mit HoxA9 wt oder HoxA9 mt in HUVEC transfiziert. Nach 
einer Inkubationszeit von 20 - 24 h wurden die Zellen mit 1 x Luciferase-Lysispuffer 
(Promega) lysiert und die Membran durch einmaliges Einfrieren aufgebrochen. 
Nach dem Auftauen wurden die Zelltrümmer abzentrifugiert und 20 µl des 
Überstandes mit 100 µl Luciferasereagenz (Promega) vermischt. Anschließend 
wurde sofort die Luciferaseaktivität für jeweils 10 sec mit einem Luminometer 
(Lumat LB9510, Berthold) gemessen. 
Für die Analyse von potentiellen Bindungsstellen für HoxA9 im EphB4-, bzw. 
eNOS-Promotor wurde die fertig klonierten Promotoren mit Hilfe des Quick-
Change-Mutagenesis-Kit (Stratagene) gezielt an den potentiellen Bindungsstellen 
nach Angaben des Herstellers mutiert.  
 
Tab. 2-7 verwendete Plasmidvektoren für Luciferase-Reportergen-Assay 
Insert  Vektor  Schnitt- / Mutationsstellen 
eNOS (-1,6 kb - Fragment)  pGL3 - basic   Bereitgestellt von H. Li (Mol. 
Parmakologie, Universität, Mainz)  
VEGF-R2 (-4 kb / +296 bp)   pGL2 - basic  Bereitgestellt von J. Gille (Institut 
für Dermatologie, Universität, 
Frankfurt) 
EphB4 (-1017 / +484 bp oder 
-537 / +484 bp) 
pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I 
EphB4 (-1017 / +484 bp mt1)  pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I  
Mutationsposition -126 bp 
EphB4 (-1017 / +484 bp mt2)  pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I  
Mutationsposition -611 bp 
EphB4 (-1017 / +484 bp mt3)  pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I  
Mutationsposition -874 bp 
Integrin αv (-3095 / +266 bp)  pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I 
Integrin β3 (+1429 / -112 bp)  pGL3 - enhancer  Nhe I / Bgl II 
VE-Cadherin (-2928 / +104 bp)   pGL3 - enhancer  Kpn I / Xho I 
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2.31 Migrationsassay 
 
Die Migration von HUVECs wurde mit der modifizierten Boyden-Kammer oder 
mittels „scratched wound“ gemessen. Für die modifizierte Boyden-Kammer (BD 
Biosciences) wurden die Zellen mit Trypsin in der üblichen Weise abgelöst, 
gewaschen, gezählt, 5 x 10
4 Zellen in 500 µl EBM - Medium (1% BSA und ohne 
Zusätze) resuspensiert und in die obere Kammer überführt. Die Kammer wurde 
anschließend in eine mit  500 µl EBM-Vollmedium gefüllte 24-well-Platte überführt 
und für 24 h bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach der 
Inkubationszeit wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS fixiert und die 
Zellkerne mit dem Kernmembranmarker 4`,6-diamidino-phenylidole (DAPI) 
angefärbt. Abschließend wurden die Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop 
ausgezählt.  
Für den  „scratched wound“ - Assay wurden HUVEC in einer Kulturschalen (∅ 6 
cm), die vorher mit einer Orientierungslinie markiert wurden, bis zur Konfluenz bei 
37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei Konfluenz wurde mit einem 
Zellschaber eine ca. 14 mm breite Wunde entlang der Orientierungslinie in die 
Endothelschicht geschabt, das Kulturmedium erneuert und der Abstand zwischen 
den Enden der intakten Endothelschichten an 5 festgelegten Punkten gemessen. 
Anschließend wurden die Zellen für weitere 40 Stunden kultiviert und erneut die 
Breite der Wunde an denselben 5 Punkten gemessen.  
 
 
Abbildung:  schematische Darstellung der verwendeten Migrationsassays 
5*10
4 HUVEC
24 h
   
Basalmedium 
Vollmedium 
„scratched wound“ – Assay                 Boyden - Chamber                           
migrierte Zellen Material und Methoden 
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2.32 In vitro – Matrigelassay 
 
Der Matrigel-Assay ist eine Möglichkeit in vitro die angiogene Funktion von 
Endothelzellen zu untersuchen. Seneszente oder funktionell gestörte Zellen sind 
im Matrigel, nicht in der Lage gefäßähnliche Strukturen zu bilden und/oder zu 
erhalten.  
Zuerst wurden 200 µl eiskaltes Matrigel (BD Biosciences) in vorgekülte 12-well 
Platten ausgebracht und für mind. 2 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 1 x 
10
5 HUVEC in die, mit Matrigel beschichtete, 12-well-Platten ausgebracht. Nach 
einer Kultivierung von 40 h wurde die Platten mit EBM gewaschen und die 
gefäßähnlichen  Strukturen am Mikroskop ausgemessen und ausgewertet 
(Mikroskop Axiovert 100, Axiocam, Axiovision Software). 
Für den Matrigelassay von murinen Endothelzellen wurden 2,5 x10
5 Zellen und für 
die Co-Kultivierung  von murinen Endothelzellen (mEC) mit murinen EPC (mEPC) 
wurden je 2,5 x 10
5 mEC und mEPC verwendet. Ansonsten wurde das gleiche 
Verfahren wie für den Matrigelassay mit HUVEC angewandt.  
  
2.33 Hinterlauf-Ischämie 
 
Alle Arbeiten an Mäusen, wie die Induktion einer Hinterlauf-Ischämie oder die 
Blutflussmessungen mit dem Laserdoppler-Blutfluss-Image-System wurden von Dr. 
Ken-ichiro Sasaki und mit der Erlaubnis des Regierungspräsidiums Darmstadt des 
Landes Hessen, entsprechend Artikel 8 des deutschen Tierschutzgesetzes, 
durchgeführt.  
Der proximale Teil der femoralen Arterie und der distale Teil der Saphena - Arterie 
wurden ligiert und sämtliche arteriellen Verzweigungen zwischen den Ligaturen 
wurden mit einem elektrischen Koagulator unterbrochen. Die darüber liegende 
Haut wurde anschließend mit drei chirurgischen Klammern verschlossen. Nach 2 
Wochen wurde das Verhältnis des Blutflusses zwischen dem ischämischen 
(rechts) und dem normalen (links) Bein mit einem Laserdoppler-Blutfluss-Image-
System (moorLDI-Mark 2, Moor Instruments) ermittelt. Dabei wird den Hinterläufen Material und Methoden 
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das Oberhaar entfernt, die Mäuse auf eine auf 37°C erwärmte schwarze Platte 
gelegt und die Hinterläufe gescannt. Aus den aufgenommenen Histogrammen 
wurden die Perfusion des nicht-ischämischen und des ischämischen Beines 
berechnet. Um Varianzen zu minimieren, wurde die berechnete Perfusion als 
Verhältnis zwischen der ischämischen und der nicht-ischämischen Hinterlauf-
perfusion angegeben.  
 
2.34 Blutbildbestimmung  
 
Zur Untersuchung der Leukozytenzahl im Blut der Mäuse (Wildtyp, HoxA9
+/-, 
HoxA9
-/-) wurde eine Blutbildmessung vorgenommen. Dafür wurden die Tiere mit 
200 mg Ketamin / kg Körpergewicht betäubt, danach die Bauchdecke geöffnet und 
ca. 500 - 700 µl Blut aus der Vena cava inferior entnommen. Anschließend wurde 
zur Ermittlung der Leukozytenzahl eine automatische Blutbildbestimmung 
vorgenommen (Cell-Dyn 3500, Abbott). 
   
2.35 Shear-Stress-Exposition 
 
HUVEC (4 x 10
5 Zellen) wurden in 6 cm Kulturschalen ausgebracht und in einem 
konischen Kegelplattenviskosimeter laminarer Schubspannung von 5, 15 oder 45 
dynes/cm
2 ausgesetzt und für verschiedene Zeitpunkte exponiert. Durch die 
gleichmäßige Rotation des Konus im Kulturmedium entsteht eine definierte 
laminare Schubspannung τ (Shear Stress), die auf die Endothelzelleinzelschicht 
wirkt.  
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Abbildung: Konisches Kegelplattenviskosimeter (modifiziert nach Norris et al.) 
 
2.36 Statistik 
 
Die erhobenen Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes 
(SEM) angegeben. Die n-Zahlen beziehen sich auf die jeweilige Anzahl an 
unabhängig durchgeführten Experimenten. Die statistische Auswertung erfolgte mit 
dem ungepaarten t-Test mit der Software von Excel. Ein P-Wert von weniger als 
0,05 (*) wurde als signifikant bezeichnet. Ergebnisse 
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3. Ergebnisse 
3.1 Der vaskuläre Phänotyp HoxA9-defizienter Mäuse 
3.1.1 Genotypisierung  
 
Vor der Untersuchung des Phänotyps wurde der Genotyp der transgenen Mäuse 
mittels PCR analysiert. Die Analyse der PCR im Agarosegel ergab zwei 
charakteristische Banden. Eine Bande bei 188 bp für das Wildtyp-Allel sowie eine 
zweite Bande bei 333 bp für die, in den transgenen Tieren, eingebaute Neomycin-
Resistenzkassette (Abb. 3.1). Die Kreuzung zweier heterozygoter HoxA9-Tiere 
zeigte nach der Geburt nicht die normale Mendelsche Verteilung, sondern eine 
signifikante Bevorzugung von heterozygoten gegenüber homozygoten HoxA9-
Mäusen (164 HoxA9
+/-  vs. 17 HoxA9
-/-) im Verhältnis von ungefähr 1:10. Der 
Wildtyp wurde mit einer zu erwartenden Häufigkeit von ungefähr 25% geboren. Die 
geborenen HoxA9
-/--Tiere waren dann vital und fertil. Die Fertilität war allerdings in 
bestimmten Fällen vermindert und diese Tiere hatten dann statt der üblichen 6-8 
nur 1-2 Jungtiere. Diese gehemmte Fertilität wurde vererbt und auf bei Tieren in 
der F2-Generation beobachtet. Eine weitergehende Beobachtung wurde im 
Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen. 
 
    
HoxA9 -/- +/- +/- wt
333 bp
188 bp
HoxA9 -/- +/- +/- wt
333 bp
188 bp
 
 
Abbildung 3.1 Genotypisierung der HoxA9-defizienten Mäuse 
Die DNA wurde aus den Schwänzen der  Mäuse isoliert und danach in einer PCR mit drei 
verschiedenen Oligonukleotiden eingesetzt. Für eine Wildtyp-Maus wurde nur das Wildtypgen, für 
eine HoxA9-defiziente Maus nur die Neomycin-Kassette und für heterozygote Tiere beide 
Sequenzen amplifiziert. 
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3.1.2 HoxA9 ist essentiell für die postnatale Neovaskularisierung 
 
Sämtliche in diesem Kapitel aufgeführten Experimente wurden in Zusammenarbeit 
mit Dr. Ken-ichiro Sasaki, Marion Muhly-Reinholz sowie Ariane Fischer 
durchgeführt. 
Zur Untersuchung der postnatalen Neovaskularisierung wurde bei allen drei 
Genotypen eine Hinterlaufischämie induziert. Nach 14 Tagen wurde die Ratio des 
Blutflusses zwischen dem ischämischen (rechts) und dem nicht-ischämischen   
Bein (links), mit einem Laserdoppler ermittelt. Als Marker einer verminderten 
Erholung im ischämischen Bein und damit einer verschlechterten Gefäßneubildung 
wurde außerdem die Entstehung und, wenn vorhanden, der Schweregrad einer 
Nekrose dokumetiert.  
Beide Genotypen HoxA9-defizienter Mäuse haben eine stark verminderte 
postnatale Neovaskularisierung. So zeigen HoxA9
+/- wie auch HoxA9
-/- gegenüber 
dem Wildtyp eine drastisch erhöhte Hinterlaufnekrose (Abb. 3.2 A). Auch die mit 
dem Laser-Doppler gemessene Hinterlauf-Perfusion war in hetero- (38 ± 19 % vs. 
Wildtyp) sowie in homozygoten (27 ± 14 % vs. Wildtyp) Mäusen signifikant 
gehemmt. Morphologische Untersuchungen geben einen weiteren Hinweis auf 
eine verschlechterte Gefäßneubildung bei HoxA9
-/--Mäusen. Dabei zeigten sich 
eine reduzierte Anzahl von Arteriolen sowie beträchtliche Nekrosen im 
ischämischen Muskel. Diese Daten demonstrieren eine wichtige und essentielle 
Rolle von HoxA9 bei der Regulation der postnatalen Neovaskularisierung und die 
Wiederherstellung der Perfusion nach Hinterlaufischämie. Defekte bei der 
postnatalen Neovaskulierung können auf einer gehemmten Angiogenese oder 
Vaskulogenese basieren.  
Für HoxA9
-/--Mäuse wurden Defekte in der Hämatopoese sowie eine verminderte 
T-Zellenentwicklung beschrieben (Lawrence et al., 1997; Izon et al., 1998). Um 
einen Unterschied bei der Inflammations - induzierten Angiogenese  auszuschlies-
sen, wurde eine Blutbildbestimmung an den Mäusen vorgenommen. Für keinen 
der untersuchten Genotypen konnte ein Unterschied bei der Gesamtzahl der 
Leukozyten festgestellt werden (Abb. 3.2 B).  
 Ergebnisse 
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Abb. 3.2 Rolle von HoxA9 für die postnatale Neovaskularisierung nach Ischämie 
(A) Häufigkeit von auftretender Nekrose nach Hinterlaufischämie bei HoxA9-defizienten Mäusen im 
Vergleich zum Wildtyp. (B) Blutbildbestimmung aller drei untersuchten Genotypen. 
 
 
3.2 Der Einfluss von HoxA9 auf die Angiogenese 
3.2.1 Aortenoutgrowth - Assay 
 
Um die Auswirkungen des Verlustes von HoxA9 spezifisch auf die Endothelzellen 
zu untersuchen, wurden Endothelzellen aus den Aorten der Mäuse mittels 
Outgrowth-Assay isoliert.  
Die Reinheit der Endothelzellen nach Kultivierung und Vermehrung wurde mittels 
Durchflußzytometrie überprüft. Der Anteil von CD146-positiven Zellen betrug bei 
allen drei untersuchten Genotypen durchschnittlich 97,3 ± 0,2 % der Gesamtzellen 
(Abb. 3.3). 
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Abb. 3.3 Repräsentative Darstellung einer FACS-Analyse von Endothelzellen. 
Endothelzellen wurden im Outgrowth-Assay isoliert, kultiviert, anschließend mit einem Fluoreszenz 
- markierten CD146-Antikörper markiert und in einer FACS-Analyse untersucht.  
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Um den Einfluss von HoxA9 auf Endothelzellen zu untersuchen, wurden die Zellen 
nach der Degradation der Kollagenmatrix gezählt. Eine verminderte oder erhöhte 
Anzahl von ausgewachsenen Zellen lässt einen Rückschluss auf eine mögliche 
Dysregulierung bestimmter Zellfunktionen, wie Apoptose, Proliferation oder 
Migration, zu.  
Die Zählung ergab für den Wildtyp eine durchschnittliche Zellzahl von 7 ± 0,4 x 10
4 
Zellen. Bei den heterozygoten und den homozygoten Mäusen wuchsen signifikant 
weniger Zellen aus (Abb. 3.4).  
Diese Daten liesen vermuten, dass der vaskuläre Phänotyp von HoxA9-defizienten 
Mäusen mit einem Defekt der Endothelzellfunktion, wie eine Dysregulierung von 
Apoptose, Zellzyklus oder Zellmigration, einhergeht. 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4 Rolle von HoxA9 für das Auswachsen von Endothelzellen in eine Matrix 
Murine Endothelzellen wurden in einem Outgrow-Assay über 4 Tage isoliert, die Matrix kolla-
genisiert und im Mikroskop ausgezählt. 
 
 
3.2.2 Einfluss von HoxA9 für die endotheliale Apoptose, Proliferation und 
Migration 
 
Wichtige Faktoren der Angiogenese im adulten Organismus sind neben der 
Proliferationrate von Endothelzellen, deren Apoptoserate und Migrationsfähigkeit. 
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Um den Einfluss von HoxA9 auf die Regulation der Proliferation von 
Endothelzellen zu untersuchen, wurde die Proliferationsrate der im Outgrowth-
Assay isolierten Endothelzellen mittels FACS-Analyse gemessen. Zusätzlich zur 
Analyse der Proliferation, wurde eine mögliche Regulation der Apoptose von 
Endothelzellen durch HoxA9 untersucht. Zur Unterscheidung zwischen früher und 
später Apoptose bzw. Zellnekrose wurden die Zellen zusätzlich mit dem DNA-
Farbstoff 7-AAD gefärbt. In die Messungen wurden alle Annexin
+/7-AAD
-- und 
Annexin
+/7-AAD
+- Zellen einbezogen.  
Bei den Messungen der Proliferation und der basalen Apoptoserate konnte kein 
signifikanter Unterschied zwischen den drei Genotypen festgestellt werden (Abb. 
3.5). 
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Abb. 3.5 FACS-Analyse der Proliferation und Apoptoserate muriner Endothelzellen 
(A) Vergleich der Proliferation muriner Endothelzellen in einer FACS-Analyse nach Inkubation mit 
BrdU. (B) Messung der basalen Apoptose mittels Annexin V - Färbung bei HoxA9-defizienten muri-
nen Endothelzellen.  
 
Als weiterer Faktor wurde der Einfluss von HoxA9 auf die Migration von 
Endothelzellen getestet. Dafür wurden die Zellen in eine modifizierte Boyden-
Kammer eingebracht, in der die Zellen entlang eines Serumgradienten migrierten. 
Nach 24 h wurden die Zellen unterhalb der Membran gefärbt und gezählt. 
Während beim Wildtyp durchschnittlich 44,3 ± 3,6 Zellen/ Gesichtsfeld durch die 
Membran wanderten, war die Migration bei HoxA9-defizienten Zellen signifikant Ergebnisse 
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gehemmt. So konnten bei HoxA9
+/--Zellen nur noch 5,7 ± 0,8 % Zellen/ Gesichts-
feld und bei HoxA9
-/--Tieren nur 5,4 ± 0,7 % Zellen/ Gesichtsfeld gezählt werden. 
Diese Daten zeigen einen dramatischen Einfluss von HoxA9 auf die Regulation der 
Migration von Endothelzellen. (Abb. 3.6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.6 Einfluss von HoxA9 bei der Regulation der Endothelzellmigration 
HUVEC wurden in eine modifizierte Boyden-Chamber eingebracht und nach 24 h die Migration 
ausgezählt  
 
3.2.3 Die Regulation maturer Endothelzellen durch HoxA9 
 
Für eine in vitro - Untersuchung des Einflusses von HoxA9 auf Endothelzellen, 
wurde neben den eben beschriebenen murinen Aorten-Endothelzellen auch 
humane Endothelzellen verwendet. Die dafür verwendeten HUVEC, hatten den 
Vorteil, dass die Zellen nicht mit anderen Zelltypen kontaminiert und für alle 
Versuche standardisiert waren. Dafür musste an diesen Zellen ein Knockdown 
mittels RNA interference (RNAi) etabliert werden. Für die RNAi wurden die HUVEC 
mit small interference RNA (siRNA) transfiziert und anschließend im Westernblot 
analysiert. Als Kontrolle wurde siRNA verwendet, die sich aus denselben 
Nukleotiden zusammensetzte, jedoch keine Übereinstimmung mit einem Gen hatte. 
Solche siRNA - Kontrollen werden im Folgenden als „scrambled“ bezeichnet. Die 
densitometrische Auswertung der Westernblots ergab eine signifikante Reduktion 
der HoxA9-Expression nach Transfektion mit HoxA9 - siRNA im Vergleich zur 
Kontrolle (Abb. 3.7). 
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Abb. 3.7 Überprüfung und Analyse einer HoxA9 - spezifischen siRNA 
(A) HUVEC wurden mit scrambled- und HoxA9-siRNA transfiziert und die HoxA9-Expression im 
Westernblot analysiert. Als Gleichladungskontrolle wurde Tubulin verwendet. (B) Repräsentativer 
Westernblot der HoxA9-Expression nach HoxA9-siRNA.  
 
Zusätzlich war es notwendig die erfolgreiche Überexpression und korrekte 
Lokalisation von überexprimiertem HoxA9 nachzuweisen. Dazu wurde HoxA9 in 
einen pcDNA3.1 myc-His - Vektor kloniert, so dass das überexprimierte HoxA9 
durch einen myc-Tag leichter vom endogenen Protein zu unterscheiden war. Die 
Klonierung wurde durch Sequenzierung und die Expression und Lokalisation durch 
Westernblot bzw. Immuncytochemie nachgewiesen. Die Bande des über-
exprimierten HoxA9 lag auf der erwarteten Höhe im Westernblot und war durch 
Antikörper gegen den Myc-Tag sowie durch Antikörper gegen endogenes HoxA9 
detektierbar (Abb. 3.8A). Die Immuncytochemie zeigte eine, für einen 
Transkriptionsfaktor zu erwartenden Lokalisation von HoxA9 im Zellkern (Abb. 
3.8B). Für HoxA9 sind zwei verschiedene distinkte Kernimportsequenzen 
beschrieben (Kirito et al., 2004), was die absolute und exklusive Lokalisation im 
Zellkern erklärt.   
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Abb. 3.8 Nachweis der Überexpression und Lokalisation von HoxA9 
HUVEC wurden mit HoxA9 wt und, als Kontrolle, mit einem Leerplasmid transfiziert, lysiert und 
dann im Westernblot analysiert. Für den Nachweis der Lokalisation wurden die Zellen mit einem 
Anti-myc - Antikörper gefärbt (n=3). (A) Repräsentativer Westernblot der HoxA9-Expression nach 
HoxA9-Überexpression. (B) Immunhistochemischer Nachweis der HoxA9-Lokalisation in HUVEC 
(n=5).  
 
Die Parameter Migration, Proliferation und Apoptose wurden zusätzlich in 
humanen Endothelzellen nach einer Transfektion mit HoxA9-siRNA untersucht. 
wurde auch untersucht ob die Überexpression von HoxA9 zu einer Verbesserung 
der von Endothelzellmigration führt. 
Für die RNAi - Versuche wurden die Zellen mit siRNA gegen HoxA9 transfiziert 
und für weitere 48 h kultiviert. Anschließend wurde die Proliferation im FACS auf 
die Inkorporation des Thymidin-Analogons BrdU und die Apoptose auf die Bindung 
des Apoptosemarkers Annexin V hin analysiert. Die Migration wurde mittels 
„scratched-wound“ - Assay untersucht.  
Auch bei Reduktion der HoxA9-Expression durch RNAi konnte kein Einfluss von 
HoxA9 auf die Proliferation oder Apoptose festgestellt werden. Sowohl Proliferation 
wie basale Apoptoserate unterschieden sich in der „scrambled-Gruppe“ nicht von 
den siRNA-behandelten Zellen (Abb. 3.9).  
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Abb. 3.9 Bedeutung von HoxA9 für die endotheliale Proliferation und Apoptose  
HUVEC wurden mit HoxA9- und scrambled - siRNA transfiziert und für 24 h kultiviert. Anschließend 
wurde die Proliferations- und die Apoptoserate mittels FACS-Analyse untersucht. (A+B) Statistische 
Auswertung der Proliferations- und der Apoptoserate.  
 
Bei den Untersuchungen zur Migration zeigte sich ein ähnliches Bild wie bei 
genetisch HoxA9-defizienten Endothelzellen. Nach der RNAi-induzierten Reduktion 
der HoxA9-Proteinexpression reduzierte sich die Fähigkeit zur Zellwanderung bei 
den mit HoxA9-siRNA transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe fast 
vollständig auf 13 ± 3 % (Abb. 3.10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10 Rolle von HoxA9 bei der endothelialen Migration 
HUVEC wurden mit HoxA9- und scrambled - siRNA transfiziert und für 24 h kultiviert. Anschließend 
wurde die Migration der Endothelzellen nach 48 Stunden mittels „scratched wound“ - Assay 
gemessen.  
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Zusammenfassend zeigen diese Daten einen spezifischen Einfluss von HoxA9 auf 
die Migration von Endothelzellen. Daher lag die Vermutung nahe, dass auch die 
Bildung und Erhaltung von Gefäßstrukturen im Matrigel - Assay nach einem 
Knockdown von HoxA9 funktionell gestört ist. Deshalb wurden HUVEC mit HoxA9 -
siRNA transfiziert und kultiviert, nach 24 h wurden die Zellen in einem Matrigel - 
Assay eingesetzt und für weitere 48 h kultiviert. Der Erhalt des RNAi - Effektes auf 
die Zellen wurde in drei unabhängigen Experimenten exemplarisch über den 
gesamten Zeitraum im Westernblot überprüft und bestätigt. Die Kultivierung im 
Matrigel führte bei HoxA9-defizienten HUVEC zu einer fast vollständigen Verlust 
von messbaren Gefäßstrukturen, während sich bei scrambled - transfizierten 
Zellen kein Unterschied zu unbehandelten Zellen zeigte (Abb. 3.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.11 Rolle von HoxA9 für die endotheliale Gefäßstrukturbildung 
(A) Unbehandelte, scrambled- und HoxA9-siRNA behandelte HUVEC wurden in eine mit Matrigel 
beschichtete Zellkulturschale ausgebracht. Die Bildung gefäßähnlicher Strukturen wurde nach 48 h 
gemessen. (B) Repräsentative Darstellung eines in vitro - Matrigelgels mit scrambled- und HoxA9-
siRNA transfizierten Zellen.  
 
Die Tatsache, dass die Inhibierung der HoxA9-Expression mit einer Hemmung der 
Migration  und Bildung von Gefäßstrukturen von Endothelzellen einhergeht, führte 
zu der Hypothese, dass die Überexpression von HoxA9 diese Funktionen 
verbessern könnte. Dafür wurden Zellen mit einem HoxA9-Plasmid transfiziert und 
die Migration sowie die Gefäßbildung im Matrigel analysiert. Die Migration wurde 
im  „scratched wound“-Assay und in der modifizierten Boyden-Kammer untersucht.  
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Die Überexpression mit HoxA9 stimulierte sowohl die Migration, als auch die 
Bildung neuer Gefäßstrukturen im Matrigel signifikant. Diese Verbesserung fiel 
jedoch sehr viel geringer aus, als der Verlust von HoxA9 invers wirkt. So führte die 
erhöhte Expression von HoxA9 in den Endothelzellen in beiden experimentellen 
Ansätzen zu einer Steigerung der Migration auf ca. 150 % der Kontrolle (Abb. 3.12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12 HoxA9-Überexpression führt zu einer Verbesserung der Migration 
HUVEC wurden mit HoxA9 wt oder mock transfiziert und die Migration in der modifizierten Boyden-
Kammer und im „scratched wound“ - Assay nach 24 bzw. 48 h analysiert. (A) Analyse der Migration 
im „scratched wound“-Assay. (B) Auszählung der migrierten Zellen in der modifizierten Boyden-
Kammer.  
 
Obwohl die Gefäßbildung durch HoxA9 signifikant erhöht war (Abb. 3.13) fiel die 
Verbesserung nach HoxA9-Überexpression auf 133% noch geringer aus als bei 
der Migration. 
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Abb. 3.13 Verbesserung der Bildung gefäßartiger Strukturen im Matrigel nach 
HoxA9-Überexpression 
HUVEC wurden mit HoxA9 wt und Leerplasmid transfiziert und die Gefäßstrukturbildung im Matrigel 
nach 48 h gemessen.  (A) quantitative Analyse der gebildeten Strukturen. (B) Repräsentative 
Darstellung der Strukturbildung im Matrigel nach mock- und nach HoxA9-Transfektion. 
 
3.3 Der Einfluss von HoxA9 auf die Vaskulogenese 
3.3.1 HoxA9 reguliert die postnatale Differenzierung endothelialer Progenitor-
zellen 
 
Neben der Angiogenese ist die Vaskulogenese ein weiterer entscheidender Faktor 
bei der postnatalen Neovaskularisierung. Bisher konnte ein Einfluss von HoxA9 auf 
die Migration und die Sprossung von Endothelzellen gezeigt werden. Um 
festzustellen ob HoxA9 auch bei der Regulation der Vaskulogenese eine Rolle 
spielt, wurden mononukleäre Zellen (MNC) aus der Milz der Mäuse isoliert, 
kultiviert und die Anzahl und Funktion differenzierter endothelialer Progenitorzellen 
untersucht.  
Um die Anzahl der spezifisch endothelialen Vorläuferzellen zu bestimmen, wurden 
die aus der Milz isolierten Zellen auf Fibronektin beschichteten Platten kultiviert 
und anschließend mit DiI-Ac-LDL sowie FITC-markiertem Lectin gefärbt. Die 
mikroskopische Auszählung ergab, dass nahezu alle (ca. 95%) mit DiI-Ac-LDL 
markierten Zellen auch mit Lectin anzufärben waren (Abb. 3.14 A). Im Folgenden 
wurden daher die DiI-Ac-LDL-positiven Zellen als endotheliale Progenitorzellen 
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angesehen. Diese endothelialen Progenitorzellen (EPC) machten ungefähr 1 - 2 % 
aller kultivierten isolierten Milzzellen aus. Bei HoxA9
+/-- und HoxA9
-/--Mäusen 
differenzierten signifikant weniger mononukleäre Zellen zu DiI-Ac-LDL-positiven 
endothelialen Progenitorzellen im Vergleich zum Wildtyp. Die Anzahl der gezählten 
EPC je Gesichtsfeld war beim Wildtyp bei durchschnittlich 3-mal höher als bei den 
HoxA9
+/- und HoxA9
-/--Mäusen (Abb. 3.14 B). Ein typisches Merkmal von nicht 
ausgereiften Vorläuferzellen ist ihre Fähigkeit zur Koloniebildung. Diese Fähigkeit 
zeigt sich nicht nur in semisolider Methylzellulose sondern auch während der 
Kultivierung auf Fibronektin. Bei HoxA9-defizienten EPC ist diese Koloniebildung 
nahezu vollständig gehemmt. Während beim Wildtyp 9 ± 3 Kolonien pro 
ausgebrachte Kulturschale gezählt wurden, bildete sich bei heterozygoten sowie 
bei homozygoten Tieren, bis auf eine einzige Ausnahme keine einzige Kolonie 
(Abb. 3.14 B+C), was den Einfluss von HoxA9 auf die Bildung endothelialer 
Progenitorzellen aus mononukleären Zellen hervorhebt.  
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.14 Regulation der endothelialen Differenzierung von MNCs durch HoxA9 
(A) Repräsentative Darstellung DiI-Ac-LDL- und Lectin-positiver EPC (B) Repräsentativer 
Unterschied bei der Koloniebildung von EPC aus wt (links) und HoxA9
+/--Mäusen (rechts) (C) 
Differenzierte DiI-Ac-LDL
+ - EPC aus der Milz von Wildtyp-, HoxA9
+/- und HoxA9
-/--Mäusen. (D) 
Koloniebildung HoxA9-defizienter endothelialer Progenitorzellen nach Kultivierung auf Fibronektin.  
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Diese Daten zeigen, dass der Verlust von HoxA9 zu einer dramatischen 
Verschlechterung der EPC-Differenzierung führt. Daher war es von Interesse zu 
untersuchen, ob die Überexpression von HoxA9 die Differenzierung von EPC   
verbessern konnte. Für diese Versuche wurden humane mononukleäre Zellen aus 
dem peripheren Blut mit einem HoxA9-exprimierenden Adenovirus transfiziert. Als 
Kontrolle wurde ein lacZ-exprimierender Adenovirus verwendet. Die 
Überexpression von HoxA9 in MNC des Blutes führte zu einer signifikant erhöhten 
Differenzierung von MNC zu endothelialen Progenitorzellen (Abb. 3.15A). Die 
Expression wurde mittels Westernblot überprüft (Abb. 3.15B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15 Regulation der endothelialen Differenzierung durch HoxA9 
(A) Humane mononukleäre Zellen des peripheren Blutes wurden mit einem lacZ- bzw. einem 
HoxA9-Adenovirus transfiziert, nach 4 Tagen mit DiI-Ac-LDL angefärbt und ausgezählt. (B) Reprä-
sentativer Westernblot der HoxA9-Expression nach HoxA9-Transfektion.  
 
Die Beobachtung, dass eine erhöhte Expression von HoxA9 zu einer gesteigerten 
Differenzierung von mononukleären Zellen des Blutes zu endothelialen Progeni-
torzellen führt, weist auf die Rolle von HoxA9 bei der Vaskulogenese hin.  
 
3.3.2 HoxA9 trägt zur funktionellen Integrität endothelialer Vorläuferzellen bei 
 
Die Reifung endothelialer Zellen aus mononukleären Zellen ist nur ein Teil der 
Vaskulogenese im adulten Organismus. Daneben gibt es ein Zusammenspiel mit 
umgebenden Zellen und Wechselwirkungen, durch deren Sekretion von verschie-
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denen Wachstumsfaktoren. Um den Einfluss von HoxA9 auch auf andere Zelllinien 
zu untersuchen, wurden mononukleäre Zellen aus den Milzen von allen Genotypen 
der transgenen HoxA9-Mäuse in einem .Kolonie-Assay untersucht. Anhand des 
Phänotyps der Kolonien ließ sich dabei erkennen, welche Art bei jeder einzelnen 
Kolonie vorlag. Im Wildtyp wurden am häufigsten (Anteil ca. 70% aller Kolonien) 
Multi-Linien-Kolonien aus Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen und 
Megakaryozyten (Multi-GM) sowie Kolonien endothelialen Ursprungs (ca. 10 % 
Anteil)  beobachtet. Der relative Anteil der Multi-GM-Linien war bei den HoxA9-
defizienten Mäuse ähnlich hoch, jedoch bildeten sich nahezu keine endothelialen 
Kolonien. 
HoxA9-defiziente Mäuse zeigten in allen Subpopulationen eine  signifikante 
Hemmung der absoluten Koloniebildung, wobei vor allem die Bildung von 
endothelialen Kolonien inhibiert war (Abb. 3.16). Dieser ausgeprägte Effekt bei der 
Koloniebildung aller Zelllinien im Kolonie-Assay zusammen mit der in Kapitel 3.3.1 
erwähnten Hemmung der Koloniebildung von endothelialen Progentitorzellen, zeigt 
einen deutlichen Einfluss von HoxA9 für die funktionelle Integrität von 
Progenitorzellen des peripheren Blutes hin.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.16 HoxA9 beeinflusst die Koloniebildung von hämatopoetischen sowie 
endothelialen Progenitorzellen 
Mononukleäre Zellen wurden aus der Milz von Wildtyp- und HoxA9-defizienten Mäusen isoliert, in 
eine semisolide Matrix mit verschiedenen Wachstumsfaktoren ausgebracht und 2 Wochen kultiviert. 
Danach erfolgte die Auszählung der Kolonien. 
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Die bisherigen Analysen zeigten einen Einfluss von HoxA9 auf die postnatale 
Neovaskularisierung und zusätzlich Erklärungen für mögliche zugrunde liegenden 
Ursachen. Die gewonnenen Daten legen nahe, dass HoxA9 in verschiedene 
Stufen der Angiogenese und Vaskulogenese eingreift. Sowohl mature 
Endothelzellen wie nicht vollständig ausgereifte Progenitorzellen zeigen eine 
gestörte angiogene Funktion bei einem teilweisen oder vollständigen Verlust von 
HoxA9. Um zusätzlich Wechselwirkungen zwischen maturen Endothelzellen und 
endothelialen Progenitorzellen zu untersuchen, wurden in einem in vitro - Matrigel-
Assay durch Co-Kultivierung die angiogene Funktion von Endothelzellen und 
endothelialen Vorläuferzellen untersucht. Zusätzlich zur angiogenen Funktion, sind 
durch evtl. veränderte Gefäßstrukturbildung, auch Rückschlüsse auf die Interaktion 
zwischen Endothel und EPC möglich.  
Bei den Untersuchungen im Matrigel-Assay zeigte sich ein differenziertes Bild 
zwischen der Bildung gefäßähnlicher Strukturen und der Inkorporation. Während 
heterozygote HoxA9-Mäuse bei der Gefäßstrukturbildung einen Unterschied von 
48±3% aufwiesen, inkorporierten 87±3% weniger EPC. Bei den homozygoten 
Knockout-Mäusen dagegen bildeten sich keine gefäßartigen Strukturen, jedoch 
integrierten sich genauso viele EPC wie beim Wildtyp in die Endothelzellen (Abb. 
3.17/ 3.18).   In ersten weiterführenden Versuchen zeigte sich jedoch ein Trend, 
dass sich auch EPC von HoxA9
+/--Mäusen in diese Zellcluster integrieren können, 
während die Zahl inkorporierte homozygote Vorläuferzellen in eine intakte 
Gefäßstruktur ähnlich wie bei EPC von heterozygoten Mäusen reduziert war. 
Anderseits gibt es erste Hinweise darauf, dass Wildtyp-EPC, die mit HoxA9-
defizienten maturen Endothelzellen co-kultiviert worden sind, in der Lage waren, 
die inhibierte Gefäßstrukturbildung zum Teil wieder herzustellen.  
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Abb. 3.17 Repräsentative Darstellung von co-kultivierten murinen Endothelzellen 
mit murinen endothelialen Progenitorzellen 
Mit Cell-Tracker-Green gefärbte murine Endothelzellen wurden zusammen mit DiI-Ac-LDL 
gefärbten murinen EPC co-kultiviert und die Gefäßstrukturbildung sowie die Inkorporation der EPC 
in diese Strukturen analysiert.  
 
Diese Daten zeigen, dass HoxA9 nicht nur eine Rolle bei der Funktion von 
Endothelzellen und EPC hat, sondern auch in die Interaktion von beiden Zelltypen 
beeinflusst.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.18 Einfluss von HoxA9 auf die Gefäßstrukturbildung von Endothelzellen 
sowie die Inkorporation von endothelialen Progenitorzellen  
Quantitative Analyse des in Abb. 3.17 gezeigten Matrigel-Assays.  
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3.4 Der Einfluss von HoxA9 auf die embryonale Angio- und Vaskulogenese 
ex vivo 
 
Aufgrund des in Kap. 3.1 beschriebenen Phänotyps einer nicht-mendel`schen 
Verteilung der Genotypen nach Geburt, war neben der adulten auch die 
embryonale Angio- und Vaskulogenese von Interesse. Dafür wurden in einem 
weiteren Versuch die vaskuläre Differenzierung embryonaler Allantois ex vivo 
untersucht. Dazu wurden die Allantois von 7,5 Tage alten Embryos für 48 Stunden 
kultiviert und danach die gebildeten vaskulären Strukturen analysiert. Diese 
Gefäßstrukturbildung in Allantois lässt sich nicht eindeutig der Angiogenese oder 
Vaskulogenese zuordnen und stellt in bestimmten Punkten eine Mischung aus 
beiden dar. In ersten Experimenten zeigten die aus HoxA9
-/- - Mäusen isolierten 
Allantois im Vergleich zum Wildtyp eine gehemmte eine reduzierte Größe sowie  
verminderte Verzweigungen und Struktur (Abb. 3.19). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.19 Einfluss von HoxA9 auf die embryonale Vaskularisierung ex vivo 
Ex vivo - Differenzierung muriner Allantois. Nach Immunofärbung der gebildeten Gefäße wurden 
diese im Fuoreszenzmikroskop visualisiert. 
 
3.5 Zielgene von HoxA9 
3.5.1 Der EphB4-Rezeptor 
 
In den vorangegangenen Kapiteln (3.1 - 3.4) wurde der Einfluss von HoxA9 auf die 
postnatale Angiogenese und Vaskulogenese beschrieben. Außerdem konnte 
Wildtyp HoxA9-/-
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gezeigt werden, dass die gehemmte postnatale Neovaskularisierung mit einer 
gestörten Endothelzell-Funktion und einer verminderten funktionellen Integrität 
endothelialer Progenitorzellen einhergeht. Die dafür zugrunde liegenden 
molekularen Mechanismen sind bisher noch nicht untersucht worden. Eine 
Möglichkeit für diese funktionellen Unterschiede durch HoxA9 liegt in der direkten 
oder indirekten transkriptionellen Kontrolle verschiedener endothelialer Gene.  
Knockout-Mäuse denen das Gen für den EphB4-Rezeptor oder dessen Liganden 
EphrinB2 fehlt, zeigen identische und letale vaskuläre Defekte bei der Bildung 
eines hierarchisch aufgebauten Gefäßsystems (Gerety et al., 1999). Aufgrund der 
Stellung des EphB4/EphrinB2-Systems für die Angiogenese und Vaskulogenese 
wurde der mögliche Einfluss von HoxA9 auf den EphB4-Rezeptor untersucht.  
Für die Untersuchung einer Regulation des EphB4-Rezeptors durch HoxA9 
wurden HUVEC mit siRNA gegen HoxA9 sowie mit einem HoxA9-exprimierenden 
Plasmid transfiziert. Anschließend wurde die Expression von HoxA9 und EphB4 
mittels Westernblot analysiert. Als Gleichladungskontrolle diente Tubulin. Die 
Transfektion mit HoxA9-siRNA führte zu einer signifikanten Reduktion der EphB4-
Expression. Andererseits führte die Überexpression von HoxA9 zu einer 
gleichsinnigen erhöhten Expression des EphB4-Rezeptors (Abb. 3.20). 
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Abb. 3.20 Die Expression des EphB4-Rezeptors korreliert mit der HoxA9-
Expression 
HUVEC wurden mit HoxA9- und scrambled-siRNA oder HoxA9 wt und mock transfiziert und 
kultiviert. Nach 48 h wurde die Expression von HoxA9 und EphB4 mittels Westernblot analysiert. 
(A+C) Semiquantitative Analyse der EphB4-Expression nach Transfektion mit siRNA gegen HoxA9 
bzw. nach HoxA9-Überexpression. (B+D) Repräsentativer Westernblot für die HoxA9- und die 
EphB4-Expression nach Transfektion mit siRNA gegen HoxA9 bzw. nach HoxA9-Überexpression. 
 
Nachdem eine Regulation des EphB4-Rezeptors durch HoxA9 gezeigt werden 
konnte, wurde untersucht, ob diese Regulation durch eine direkte oder indirekte 
transkriptionelle Kontrolle stattfindet. Eine direkte Kontrolle des EphB4-Proteins 
durch HoxA9 würde eine Bindung des HoxA9-Transkriptionsfaktors an den 
Promotor von EphB4 voraussetzen. Um diese Bindung zu überprüfen wurde mit 
HoxA9 eine Chromatin-Immunpräzipitation durchgeführt. Die Protein-Präzipitation 
wurde gegen endogenes sowie überexprimiertes HoxA9 durchgeführt. Zur 
Überprüfung der Spezifität dieser Methode wurde zusätzlich eine HoxA9-Mutante 
(∆aa 206 – 272), ohne DNA-Bindungsdomäne, eingesetzt. Die Ergebnisse der 
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Chromatin-Immunpräzipitation zeigten eine Bindung für endogenes wie für 
überexprimiertes HoxA9 an den EphB4-Promotor (Abb. 3.21A+C). Konsistent   
dazu konnte für die HoxA9-Mutante, keine Bindung an den EphB4-Promotor 
nachgewiesen werden (Abb. 3.21C), was eine direkte Bindung des Proteins an die 
DNA impliziert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.21 HoxA9 bindet den EphB4-Promotor 
Endogenes oder überexprimiertes HoxA9 wurde mit Antikörper gegen HoxA9 oder c-myc 
präzipitiert, die mit dem Protein verbundene DNA aufgereinigt und in einer PCR analysiert. (A + C) 
Repräsentatives Bild der EphB4-PCR nach ChIP gegen endogenes und überexprimiertes HoxA9. 
(B + D) Repräsentativer Westernblot zur Kontrolle der Immunpräzipitation gegen endogenes sowie 
überexprimiertes HoxA9. 
 
Eine transkriptionelle Kontrolle beinhaltet neben der Bindung auch die 
Transaktivierung des entsprechenden Promotors. Um die Transaktivierung des 
EphB4-Promotors durch HoxA9 zu überprüfen, wurde ein Luciferase-Reportergen-
Assay durchgeführt. Dabei wurde der EphB4-Promotor (-1017 / +484 bp) vor ein 
Luciferase-Gen kloniert, und zusammen mit einem HoxA9-Plasmid transfiziert. Bei 
einer Transaktivierung kommt es dann zu einer erhöhten Expression der 
Luciferase, deren Aktivierung in einem Luminometer nachgewiesen werden kann. 
Als Kontrolle wurde die HoxA9-Mutante verwendet. Die Auswertung von fünf 
unabhängigen Experimenten ergab einen signifikanten Anstieg der Luciferase-
Aktivität über das Basalniveau bei gleichzeitiger Expression von HoxA9 um mehr 
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als 2000 %. Im Gegensatz dazu, gab es keine Transaktivierung des EphB4-
Promotors durch die HoxA9-Mutante (Abb. 3.22).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Abb. 3.22  Transaktivierung des EphB4-Promotors durch HoxA9 
HUVEC wurden mit einem EphB4-Reportergen-Plasmid und HoxA9 wt oder HoxA9 mt co-
transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und in einem Reportergen-Assay in einem 
Luminometer analysiert.  
 
Um zusätzlich die Bindungsstellen von HoxA9 im EphB4-Promotor zu untersuchen, 
wurde der Promotor auf potentielle Bindungssequenzen hin untersucht. Dabei 
wurde vor allen nach Hox-spezifischen Bindungsmotiven mit den Sequenzen TATT 
und TAAT gesucht (Shi et al., 2001). Der EphB4-Promotor zeigte im untersuchten 
Bereich drei verschiedene, auf dieses Muster zutreffende Domänen. Diese wurden 
anschließend mittels eines kommerziell erhältlichen Mutationskits mutiert. 
Zusätzlich wurde eine verkürzte Version des EphB4-Promotors, ohne die beiden 
distalen Bindungssequenzen, kloniert (Abb. 3.23). 
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Abb. 3.23 Verwendete EphB4-Promotor-Luciferase-Plasmide  
Drei potentielle HoxA9-Bindungssequenzen im EphB4-Promotor wurden an den beschriebenen 
Stellen mutiert. Zusätzlich wurde eine verkürzte Version (-537/+484bp) des EphB4-Promotors 
kloniert, die nur noch eine potentielle Bindungsstelle an Position -126 bp  besaß.  
 
Die Mutationen im EphB4-Promotor an Position -126 bp (mt1) sowie -611 bp (mt2) 
führten zu einer signifikanten Reduktion der Transaktivierung auf 30 % der Aktivität 
des Wildtyp-Promotors. In den gleichen Testreihen führte die Co-Transfektion von 
HoxA9 mit dem nicht-mutierten EphB4 zu einer Aktivierung von 1446 ± 116 % der 
Kontrolle. Die Aktivität des Vektors mit der Mutation an Position -874 bp des 
EphB4-Promotors dagegen führte zu einer vollständigen Hemmung der Luciferase-
Aktivität unter das Basalniveau der Kontrolle (Abb. 3.24). Um die essentielle 
Bedeutung der Bindungsstelle an Position  -874 bp zu überprüfen, wurde 
zusätzlich eine verkürzte Version (-537/+484 bp) des EphB4-Promotors kloniert. 
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Die Aktivität der Luciferase unter der Kontrolle dieser Version des EphB4-
Promotors betrug nur noch 228 ± 43 % der Kontrolle, was die Bedeutung der 
Bindungssequenz bei – 874 bp bestätigt (Abb. 3.24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 3.24 HoxA9 transaktiviert den EphB4-Promotor an drei verschiedenen 
Bindungsstellen an den Positionen -126 bp, -611 bp und -874 bp 
HUVEC wurden mit verschieden Reportergen-Plasmiden unter der Kontrolle des EphB4-Promotors  
und HoxA9 co-transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und in einem Reportergen-Assay in 
einem Luminometer analysiert.  
 
Diese Daten zeigen eine essentielle Bedeutung von HoxA9 für die transkriptionelle 
Kontrolle des EphB4-Rezeptors.  
 
EphB4 ist von wesentlicher Bedeutung für die endotheliale Migration und 
Gefäßstrukturbildung 
 
Um einen kausalen Zusammenhang zwischen der funktionalen Integrität von 
Endothelzellen nach HoxA9-Verlust und der damit einhergehenden Reduktion der 
EphB4-Expression herzustellen, war es notwendig zu zeigen, dass auch EphB4 
bei der Regulation genau dieser Endothelzellfunktionen eine Rolle spielt. 
Für die Untersuchungen der Rolle von EphB4 auf die Migration und die 
Gefäßstrukturbildung im Matrigel wurden HUVEC mit einer siRNA gegen EphB4 
transfiziert. Die daraus folgende Reduktion der EphB4-Expression wurde mittels 
Westernblot analysiert. Als Gleichladungskontrolle wurde Tubulin verwendet. Die 
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Expression von EphB4 reduzierte sich nach RNAi signifikant auf 27 ± 10 % der 
scrambled-transfizierten Kontrolle (Abb. 3.25).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.25  Überprüfung und Analyse einer EphB4 - spezifischen siRNA 
HUVEC wurden mit scrambled- und EphB4-siRNA transfiziert und die EphB4-Expression im 
Westernblot analysiert. (B) Repräsentativer Westernblot der EphB4-Expression nach Transfektion 
mit siRNA gegen EphB4.  
 
Im Anschluss an die erfolgreiche Überprüfung der Spezifität der siRNA gegen 
EphB4 wurde diese zur Analyse des Einflusses von EphB4 auf die Migration sowie 
die in vitro - Gefäßstrukturbildung im Matrigel eingesetzt. Die Reduktion der 
EphB4-Expression in Endothelzellen zeigte den gleichen Phänotyp, wie die Hem-
mung von HoxA9. So wurde die Migration wie auch die Gefäßstrukturbildung signi-
fikant nach EphB4-RNAi gehemmt (Abb. 3.26A+D). Um zusätzlich zu überprüfen, 
ob durch die siRNA gegen EphB4 wirklich spezifisch der EphB4-Rezeptor betroffen 
war, wurde die Migration der Zellen mit dem EphB4-Liganden EphrinB2 stimuliert. 
Diese Migrationsversuche wurden in EBM-Basalmedium mit einem Zusatz von 1 % 
BSA durchgeführt. EphrinB2 führte basal zu einer Induktion der Endothelzell-
migration von 180 ± 16 % der nicht stimulierten Kontrolle (Abb. 3.26B). Nach 
Behandlung mit siRNA gegen EphB4 fiel diese Steigerung signifikant geringer aus 
(111 ± 4 % der nicht stimulierten Kontrolle), was die Spezifität der EphB4-siRNA 
und den spezifischen Einfluss von EphB4 auf die Migration von Endothelzellen 
zeigt (Abb. 3.26C).  
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Auch bei der Gefäßstrukturbildung im Matrigel führte der Verlust des EphB4-
Rezeptors zu einer reduzierten Strukturbildung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 
3.26D).  
Diese Ergebnisse zeigen sehr deutlich einen starken Einfluss von EphB4 auf die 
endotheliale Migration sowie auf die Fähigkeit von Endothelzellen im Matrigel 
gefäßartige Strukturen zu bilden. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.26 EphB4 reguliert die endotheliale Migrtaion und Gefäßstrukturbildung 
HUVEC wurden mit EphB4- und scrambled - siRNA transfiziert und für 24 h kultiviert. (A) Quantita-
tive Analyse der Migration im „scratched wound“-Assay (B) Induktion der Migration von HUVEC mit 
und ohne Stimulation durch EphrinB2-Fc. (C) Induktion der Migration durch EphrinB2 nach EphB4-
siRNA (D) Quantitative Analyse (links) und repräsentative Darstellung der Gefäßstrukturbildung im 
Matrigel.  
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Die Hemmung der HoxA9-Expression führt zu einem vergleichbaren 
Funktionsverlust wie der Verlust von EphB4. Zusätzlich wird die EphB4-Protein-
expression von HoxA9 reguliert. Basierend auf diesen Befunden, stellte sich die 
Frage, ob die endotheliale Migration über die HoxA9-abhängige Kontrolle der 
EphB4-Expression reguliert wird. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden 
HUVEC mit siRNA gegen EphB4 behandelt und für 24 h kultiviert. Nach dieser 
Inkubationszeit wurden diese Zellen zusätzlich mit  einem HoxA9 wt - Plasmid 
transfiziert und die Migration nach 48 h in einem „scratched wound“ - Assay 
analysiert. HoxA9-Überexpression war nicht mehr in der Lage, die durch die 
Hemmung von EphB4 reduzierte Migration zu verbessern (Abb. 3.27). Diese Daten 
zeigen, dass die Kontrolle der Migration durch HoxA9 über die Regulation der 
EphB4-Expression läuft, und dass der EphB4-Rezeptor essentiell für eine 
funktionierende  endotheliale Migration ist.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.27 EphB4 ist essentiell für die endotheliale Migration  
(A) HUVEC wurden mit EphB4-siRNA sowie mit HoxA9 wt transfiziert und kultiviert. Nach 40 h 
wurde die Migration analysiert. (B) Repräsentativer Westernblot nach 48 h Kultivierung, der die 
erfolgreiche HoxA9-Überexpression bei gleichzeitiger Hemmung der EphB4-Expression zeigt. 
 
3.5.2 Das Integrin αvβ3 
 
Für verschiedene Integrine und ihre Liganden konnte eine Rolle in der 
Angiogenese nachgewiesen werden. Eine herausragende Stellung nehmen dabei 
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die Integrine αvβ3, αvβ5 und α5β1 ein. So zeigen Mäuse denen das α5- oder β1-
Integrin oder der Ligand des Integrins α5β1, das Fibronektin fehlt schwerste 
vaskuläre Störungen während der Embryonalentwicklung (George et al., 1993; 
Yang et al., 1993; Fassler und Meyer, 1995; Stephens et al., 1995). Zusätzlich 
zeigen verschiedene Arbeiten, dass Integrine durch Hox-Proteine reguliert werden 
(Boudreau et al., 1997; Zhong et al., 2003). Daher wurde die Bedeutung von 
HoxA9 speziell für das Integrin αvβ3 untersucht.  
Hierfür wurden HUVEC mit HoxA9-siRNA oder HoxA9 wt transfiziert, kultiviert und 
anschließend die Integrin-Expression mittels Westernblot analysiert. Als 
Gleichladungskontrolle wurde Tubulin verwendet. Die Expression des Integrin αv 
ist analog zu HoxA9 reguliert, was auf eine transkriptionelle Kontrolle des Integrins 
αv durch HoxA9 schließen lässt (Abb. 3.28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.28 Die Integrin αv-Expression korreliert mit der Expression von HoxA9 
HUVEC wurden mit HoxA9 wt oder siRNA gegen HoxA9 transfiziert und kultiviert. Nach 24 h 
(HoxA9 wt) bzw. 48 h (HoxA9-RNAi) wurde die Integrin αv-Expression analysiert. (A)  (Links) 
semiquantitative Analyse der HoxA9- und Integrin αv-Expression  nach RNAi gegen HoxA9. 
(Rechts): Repräsentativer Westernblot der HoxA9- und Integrin αv-Expression nach HoxA9-RNAi. 
(B) (Links): Semiquantitative Analyse der Integrin αv-Expression  nach HoxA9-Überexpression. 
(Rechts) Repräsentativer Westernblot der HoxA9- und Integrin αv-Expression nach HoxA9-
Überexpression. 
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Um weiterhin festzustellen, ob die Regulation der Integrin αv-Expression durch 
HoxA9 auf direktem oder indirektem Wege erfolgt, wurden erneut ein Reportergen-
Assay sowie eine ChIP durchgeführt. Für den Reportergen-Assay wurde der 
Integrin αv-Promotor (-3095/+266 bp) vor ein Luciferasegen kloniert.  Für die ChIP 
wurde eine Präzipitation gegen endogenes HoxA9 durchgeführt und anschließend 
eine PCR gegen den Integrin αv-Promotor mit der aufgereinigten, an HoxA9 
gebundenen DNA durchgeführt. In den Untersuchungen konnte weder eine 
Bindung, noch eine signifikante Transaktivierung des Integrin αv-Promotors durch 
HoxA9 festgestellt werden (Abb. 2.29).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.29 HoxA9 bindet und transaktiviert nicht den Integrin αv-Promotor 
HUVEC wurden in einem Luciferase-Reportergen-Assay und in einer Chromatinimmunoprä-
zipitation (ChIP) auf Bindung und Transaktivierung des Integrin αv-Promotors durch HoxA9 unter-
sucht.  (A) Auswertung der Aktivität der Luciferase mit und ohne HoxA9-Überexpression. (B) 
Repräsentative Darstellung einer PCR gegen den Integrin αv-Promotor nach einer ChIP gegen 
endogenes HoxA9. Genomische DNA (gDNA) und Wasser dienten als Kontrollen.  
 
Für das β3-Integrins zeigte sich ein ähnliches Bild wie für das Integrin αv. So 
betrug die durchschnittliche Integrin β3-Expression nach Transfektion mit siRNA 
gegen HoxA9 nur noch 55 ± 13 % der mit scrambled-siRNA transfizierten Kontrolle. 
Die gleichen Zellen hatten parallel dazu eine signifikant niedrigere HoxA9-
Expression auf 64 ± 13 % der Kontrolle (Abb. 3.30A+B). Auch bei diesem Integrin 
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konnte keine Bindung des Promotors durch HoxA9 nachgewiesen werden (Abb. 
3.30D). Allerdings konnte im Reportergen-Assay (Integrin β3-Promotor: -1429 / -
112 bp) eine schwache aber signifikante Transaktivierung des Integrin β3-Promotor 
um 35 ± 6 % nachgewiesen werden (Abb.3.30C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Abb. 3.30 HoxA9 reguliert die Integrin β3-Expression  
Die Regulation des β3-Integrins durch HoxA9 wurde mittels Westernblot nach RNAi gegen HoxA9, 
Reportergen-Assay sowie ChIP untersucht. (A) Semiquantitative Analyse der HoxA9- und Integrin 
β3-Expression. (B) Repräsentativer Westernblot der Integrin β3 - Expression nach Transfektion mit 
siRNA gegen HoxA9. (C) Analyse der Aktivierung des Integrin β3-Promotor im Luciferase-Reporter-
Assay. (D) Repräsentative Darstellung einer PCR gegen den Integrin β3-Promotor nach einer ChIP 
gegen endogenes HoxA9  
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3.5.3 Die Endothelzellmarker eNOS, VEGFR-2 und VE-Cadherin 
 
Die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), der VEGF-Rezeptor 2 
(„vascular endothelial growth factor - receptor 2“) und VE-Cadherin („vascular 
endothelial“ - Cadherin) sind drei Gene, die in endothelialen Zellen exprimiert 
werden (Lampugnani et al., 1992, Jakeman et al, 1992; Peters et al., 1993; 
Forstermann und Kleinert, 1995). Alle drei Gene spielen eine wichtige Rolle bei der 
Angiogenese in allen Stadien der Entwicklung (reviewed in Yancopoulos et al., 
2000, Carmeliet und Jain, 2000; Carmeliet 2000; Jain, 2003; Carmeliet 2003).  Die 
Wichtigkeit dieser Proteine wird auch dadurch verdeutlicht, dass VEGF-R2 - und 
VE-Cadherin-defiziente Mäuse embryonal an vaskulären Defekten sterben 
(Carmeliet et al., 1999; Shalaby et al., 1995) und der Verlust der eNOS zu 
Störungen der postnatalen Neovaskularisierung und der Stammzellmobilisierung 
im Knochenmark führt (Lee et al., 1999; Fukumura et al., 2001; Aicher et al., 2004).  
Für die Untersuchungen einer regulatorischen Rolle von HoxA9 auf die Expression 
der Proteine eNOS, VEGF-R2 und VE-Cadherin wurden zuerst HUVEC mit 
HoxA9-siRNA transfiziert und die mRNA- sowie Proteinexpression der Endothel-
marker analysiert. Als Gleichladungskontrolle im Westernblot wurde Tubulin und in 
der RT-PCR das Gen GAPDH verwendet. Die Hemmung der HoxA9-Expression 
führte zu einer deutlichen Reduktion sowohl der mRNA-Expression (Abb. 3.31A+B) 
wie der Proteinexpression der eNOS (Abb.3.31C), des VEGF-R2 (Abb. 3.31D), 
und des VE-Cadherins (Abb.3.31E). Die Expression zweier anderer, ebenfalls in 
Endothelzellen exprimierter, Proteine, CD31 und von Willebrand-Faktor (vWF) war 
nicht betroffen, was die spezifische Wirkung von HoxA9 auf die drei anderen Gene 
unterstreicht.  
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Abb. 3.31 HoxA9 reguliert die eNOS -, VEGF-R2 - und VE-Cadherin – Expression 
HUVEC wurden mit siRNA gegen HoxA9 transfiziert und die mRNA- sowie die Proteinexpression 
analysiert. (A) Repräsentative Darstellung einer RT-PCR für verschiedene Endothelzellmarker. (B) 
Quantitative Analyse der mRNA-Expression endothel-typischer Gene. (C – D) Links: 
Semiquantitative Analysen der Proteinexpression für eNOS, VEGF-R2 und VE-Cadherin. Rechts: 
Repräsentative Westernblots der Proteinexpression von eNOS, VEGF-R2 und VE-Cadherin nach 
HoxA9-siRNAi.  
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Zur zusätzlichen Überprüfung der reduzierten eNOS-Proteinexpression wurde 
mittels DAF-2DA - Färbung von HoxA9-siRNA transfizierten Zellen, die Herstellung 
von endogenem Stickstoffmonoxid (NO) untersucht. Wie zu erwarten 
synthetisierten die Endothelzellen bei einer Hemmung der HoxA9-Transkription 
signifikant weniger NO, wodurch die reduzierte eNOS-Expression bestätigt werden 
konnte (Abb. 3.32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.32 Die Hemmung der HoxA9-Expression führt zu einer verminderten 
Stickstoffmonoxid-Produktion in Endothelzellen 
HUVEC wurden mit siRNA gegen HoxA9 transfiziert und die NO-Produktion mittels FACS-Analyse 
untersucht (A) Quantitative Auswertung der DAF-2DA Färbung. (B) repräsentative Darstellung einer 
FACS-Analyse nach DAF-2DA – Färbung. 
 
Konsistent mit diesen Daten zeigte sich die quantitative Analyse der mRNA-
Expression von eNOS und VE-Cadherin in HoxA9-defizienten Endothelzellen, die 
aus HoxA9
-/--Mäusen gewonnen wurden. Der Verlust von nur einem Allel des 
HoxA9-Gens genügte, für eine drastisch verringerte mRNA-Expression von eNOS 
oder VE-Cadherin (Abb. 3.33A). Auch die Gesamt-eNOS-Proteinexpression des 
Herzens war bei HoxA9
-/--Mäusen signifikant gegenüber dem Wildtyp gehemmt 
(Abb. 3.33B). Ein anderes Bild zeigte sich bei der Auswertung der mRNA-
Expression des VEGF-R2 in HoxA9-defizienten Mäusen. Weder bei heterozygoten, 
noch bei homozygoten HoxA9-Mäusen konnte ein Unterschied zum Wildtyp 
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festgestellt werden, was alternative Regulationsmechanismen in Tieren mit einem 
Genverlust von HoxA9 impliziert (Abb. 3.33A).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.33 HoxA9 reguliert die Expression von eNOS und VE-Cadherin  
(A) Endothelzellen wurden in einem Outgrowth-Assay aus Aorten von Wildtyp- und HoxA9-
defizienten Mäusen isoliert, kultiviert und die RNA isoliert. Die mRNA-Expression von eNOS, 
VEGF-R2 und VE-Cadherin wurden in einer quantitativen Analyse im Light-Cycler untersucht (B) 
(Links) Die Herzen von HoxA9
+/- und HoxA9
-/--Mäusen wurden entnommen, lysiert und im 
Westernblot analysiert. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr.Carmen Urbich und 
Dipl.-Biol. Andrea Knau vorgenommen. (Rechts) Repräsentativer Westernblot der eNOS-
Expression im Herzen HoxA9-defizienter Mäuse.  
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wt
HoxA9+/-
HoxA9-/-
0
20
40
60
80
100
120
140
eNOS VEGF-R2 VE-Cadherin HoxA9
m
R
N
A
-
E
x
p
r
e
s
s
i
o
n
(
%
 
K
o
n
t
r
o
l
l
e
)
wt +/- -/-
HoxA9
wt +/- -/-
r
a
t
i
o
 
e
N
O
S
/
 
E
R
K
*
0.0
0.3
0.5
0.8
1.0
1.3
1.5
eNOS
Erk1/2
A
B
wt
HoxA9+/-
HoxA9-/-
0
20
40
60
80
100
120
140
eNOS VEGF-R2 VE-Cadherin HoxA9
m
R
N
A
-
E
x
p
r
e
s
s
i
o
n
(
%
 
K
o
n
t
r
o
l
l
e
)
wt +/- -/- wt +/- -/-
HoxA9
wt +/- -/-
r
a
t
i
o
 
e
N
O
S
/
 
E
R
K
*
0.0
0.3
0.5
0.8
1.0
1.3
1.5
eNOS
Erk1/2
A
BErgebnisse 
  91
kb/+296 bp; eNOS: 1,6 kb - Fragment; VE-Cadherin: -2928 / +104 bp) und die 
Bindung an den Promotor mit einer Chromatin-Immunpräzipitation untersucht.  
HoxA9 war in der Lage alle drei der hier untersuchten Promotoren signifikant zu 
transaktivieren (Abb. 3.34). 
Eine Reihe von Mutationen, bei denen drei verschiedene TAAT-Sequenzen in 
TGCT-Sequenzen mutiert wurden, führte zu keiner Veränderung der Luciferase-
Aktivität (nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.34 HoxA9 transaktiviert die Promotoren der Gene eNOS, VEGF-R2 und 
VE-Cadherin 
HUVEC wurden in einem Luciferase-Reportergen-Assay auf die Transaktivierung der Promotoren 
von eNOS, VEGF-R2 und VE-Cadherin hin untersucht.  
 
Über die Transaktivierung durch HoxA9 hinaus konnte für die Promotoren von 
eNOS- und VEGF-R2 eine Bindung von HoxA9 nachgewiesen werden. Dies galt 
sowohl für das endogene wie für das überexprimierte Protein. Im Gegensatz dazu 
zeigte HoxA9 keine Bindung an den Promotor von VE-Cadherin (Abb.3.35).  
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Abb. 3.35 HoxA9 bindet die Promotoren der Gene eNOS und VEGF-R2, jedoch 
nicht den VE-Cadherin-Promotor 
Endogenes oder überexprimiertes HoxA9 wurde mit Antikörper gegen HoxA9 oder c-myc 
präzipitiert, die mit dem Protein verbundene DNA aufgereinigt und in einer PCR analysiert. (A) 
Repräsentatives Bild der verschiedenen PCRs gegen die Promotoren von eNOS, VEGF-R2 und 
VE-Cadherin einer Chromatin-Immunopräzipitation gegen endogenes HoxA9. (B) Repräsentatives 
Bild der ChIP gegen überexprimiertes HoxA9. 
 
3.6 Die Bedeutung von HoxA9 für die Schubspannungs-induzierte Expres-
sion von eNOS, VEGF-R2 und VE-Cadherin  
 
Einer der wichtigsten endogenen atheroprotektiven Faktoren im kardiovaskulären 
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Schubspannung ist zudem absolut erforderlich für ein intaktes funktionierendes 
Endothel. Zur Überprüfung, ob die transkriptionelle Kontrolle von endothelialen 
Genen, wie eNOS, VEGF-R2 oder VE-Cadherin, in einem direkten 
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Expression dieser Gene steht. Dazu wurden HUVEC einer laminaren 
Schubspannung ausgesetzt und anschließend die HoxA9-Proteinexpression im 
Westernblot analysiert. Die HoxA9-Expression war, gegenüber der statischen 
Kontrolle, mit zunehmender Zeitdauer signifikant erhöht. Im gleichen Zeitrahmen 
erhöhte sich, etwas zeitversetzt, auch die eNOS-Expression signifikant (Abb. 3.37 
A+B). Daraus leitete sich die Hypothese ab, dass die Schubspannungs - regulierte 
Genexpression endothelialer Gene von HoxA9 abhängig ist. Deshalb wurden aus 
Schubspannungs-stimulierten HUVEC die Gesamt-RNA isoliert und mittels semi-
quantitativer RT-PCR analysiert. Die Untersuchungen ergaben, dass HoxA9 
essentiell für eine Expression der endothelialen Gene eNOS, VEGF-R2 und VE-
Cadherin ist und zwar unabhängig von der An- oder Abwesenheit einer laminaren 
Schubspannung. CD31 und vWF, zwei weitere endothel-typische Gene, wurden 
weder durch HoxA9 noch durch laminare Schubspannung beeinflusst, was die 
spezifische Rolle von HoxA9 für die drei anderen beschriebenen endothelialen 
Gene aufzeigt (Abb. 3.37C+D).  
Versuche mit laminarer Schubspannung bei denen die Migration von 
Endothelzellen untersucht worden ist, zeigten ebenfalls eine fehlende Antwort der 
HoxA9-siRNA transfizierten Zellen auf die laminare Schubspannung (Abb.3.36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.36 HoxA9 ist essentiell für die Schubspannungs-induzierte Migration von 
Endothelzellen 
HUVEC wurden mit 15 dyne/cm
2 laminarer Schubspannung stimuliert und die Migration nach 24 h 
analysiert. 
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Abb. 3.36 HoxA9 ist essentiell für die Schubspannungs-induzierte Expression der  
endothelialen Gene eNOS, VEGFR-R2 und VE-Cadherin  
HUVEC wurden mit 15 dyne/ cm
2 laminarer Schubspannung stimuliert und anschließend die 
Expression verschiedener endothelialer Gene analysiert. (A) Semiquantitative Analyse der HoxA9- 
und eNOS-Expression nach Stimulation mit laminarer Schubspannung (B) Repräsentativer 
Westernblot der HoxA9 und eNOS-Expression nach Stimulation mit laminarer Schubspannung (C) 
Repräsentatives Agarosegel einer RT-PCR gegen HoxA9 und verschiedene endotheliale Gene (D) 
Semiquantitative Analyse der mRNA-Expression nach Stimulation mit laminarer Schubspannung.  
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4. Diskussion 
 
Homeobox-Transkriptionsfaktoren sind an der Entwicklung und Erhaltung des 
kardiovaskulären Systems während der Embryonalentwicklung, aber auch im 
adulten Organismus beteiligt. Die in dieser Arbeit vorliegenden Untersuchungen 
zeigen eine essentielle Rolle von HoxA9 für die postnatale Neovaskularisierung, 
die Funktion von Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen sowie die 
transkriptionelle Kontrolle typischer endothelialer Gene. 
 
4.1 Funktionen von HoxA9 
 
Ein zentraler Befund dieser Arbeit sind die Auswirkungen und Funktionen einer 
HoxA9-Defizienz. So zeigen HoxA9-defiziente Mäuse in vivo eine dramatisch 
verschlechterte Neovaskularisierung nach Hinterlaufischämie. Dieses Ergebnis 
zeigt die Bedeutung von HoxA9 für die Regulation der postnatalen Angiogenese 
und Vaskulogenese. Verschiedene Faktoren können für eine gestörte Angio-
genese oder Vaskulogenese verantwortlich sein. 
Die Analysen der möglichen Ursachen einer gestörten Angiogenese ergaben, dass 
die Gefäßstrukturbildung maturer Endothelzellen in vitro und in vivo gestört sowie 
die Migration von maturen Endothelzellen in HoxA9
-/--Mäusen und nach HoxA9-
RNAi-Behandlung deutlich verschlechtert war. Im Gegensatz dazu konnte kein 
Einfluss von HoxA9 auf die Apoptose oder Proliferation nachgewiesen werden. 
Weiterhin zeigten Untersuchungen auch eine wesentliche Bedeutung von HoxA9 in 
der Schubspannungs-regulierten Genexpression. So führte die Simulation des 
Blutflusses zu einer gleichsinnigen Hochregulation von HoxA9 und der 
endothelialen NO-Synthase. Die Hochregulation der eNOS und weiterer 
endothelialer Gene sowie die Schubspannungs-vermittelte Stimulation der 
Migration konnte durch Behandlung mit HoxA9-siRNA signifikant reduziert werden. 
Diese fehlende Antwort der Zellen auf die Behandlung mit laminarer 
Schubspannung bestätigt die essentielle Bedeutung von HoxA9 für das Endothel.  Diskussion 
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Bezüglich der Regulation der Vaskulogenese zeigten die Untersuchungen, dass 
die Differenzierung zu Vorläuferzellen durch HoxA9 reguliert ist und dass diese 
Vorläuferzellen in Bezug auf ihre klonale Expansionsfähigkeit und Integration in 
Gefäßstrukturen maturer Endothelzellen funktionell stark eingeschränkt waren. 
Zusätzlich zeigten erste Untersuchungen der embryonalen Vaskularisierung in vivo 
Einschränkungen der Allantoisbildung von HoxA9-defizienten Mäusen (Abb. 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1 Einfluss von HoxA9 auf verschiedene Funktionen von Vorläufer- und 
Endothelzellen 
 
4.2 Zielgene von HoxA9 
 
Ein zweiter zentraler Befund dieser Arbeit ist die Regulation verschiedener 
endothelialer Gene durch HoxA9. So konnte hier gezeigt werden, dass die 
Expression des EphB4-Rezeptors von HoxA9 abhängig ist. Durch den Nachweis 
der Bindung und Transaktivierung des EphB4-Rezeptors durch HoxA9, konnte 
eine direkte transkriptionelle Kontrolle bewiesen werden (Tab. 4.1). Zusätzlich war 
es möglich eine für die Bindung und Aktivierung des EphB4-Promotors durch 
HoxA9 entscheidende Bindungssequenz zu identifizieren.  
Gene die hauptsächlich oder ausschließlich von einem bestimmten Zelltyp 
exprimiert werden und die Funktion dieser Zellen in entscheidender Weise 
regulieren, werden als Markergene bezeichnet. Die endotheliale Stickstoff-
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monoxidsynthase (eNOS), der VEGF-Rezeptor 2 („vascular endothelial growth 
factor“) und VE-Cadherin („vascular endothelial“ - Cadherin) sind drei Gene, die 
als solche Markergene für Endothelzellen gelten. Alle drei endothelialen 
Markergene zeigten in den unterschiedlichsten in vivo- und in vitro- Studien im em-
bryonalen oder adulten Organismus eine wichtige Bedeutung für die Funktion von 
Endothelzellen und sind auch für die postnatale Angiogenese von Bedeutung. Alle 
drei Gene konnten im Rahmen dieser Arbeit als Zielgene von HoxA9 identifiziert 
werden. Die Regulation betraf die mRNA-Synthese aller drei Gene, was auf eine 
transkriptionelle Kontrolle schließen lässt. Für den VEGF-Rezeptor 2 und die 
eNOS konnte im Rahmen einer ChIP und eines Reportergen-Assays auch eine 
direkte Bindung und Transaktivierung der Promotoren durch HoxA9 nachgewiesen 
werden. Die Identifizierung einer essentiellen Bindungssequenz im eNOS-
Promotor ist nicht gelungen. Die Ursache dafür kann verschiedene Gründe haben. 
So ist nicht bekannt, ob vielleicht mehrere Bindungsstellen gleichzeitig oder 
sequentiell für eine Regulation des eNOS-Promotors verantwortlich sind. Weiterhin 
sind nicht alle bekannten potentiellen Sequenzen untersucht wurden, da im 
untersuchten Bereich des eNOS-Promotors nur drei Sequenzen mutiert worden 
sind, jedoch mehr als 20 mögliche HoxA9-Bindungsstellen vorhanden sind. Ein 
weiterer Punkt ist sicherlich, die Möglichkeit einer alternativen Sequenz, die 
ebenfalls für HoxA9 eine Bindungsstelle darstellen könnte, jedoch noch nicht 
bekannt ist. Gerade die letzte Möglichkeit sollte in zukünftigen Analysen in 
Endothelzellen beachtet werden, da die bisherigen Sequenzen fast ausschließlich 
in hämatopoetischen Zellen untersucht worden sind und in verschiedenen 
Zelltypen häufig andere Kofaktoren zum Einsatz kommen, die möglicherweise die 
Bindung des untersuchten Proteins verändern. 
Die Regulation des VE-Cadherin-Promotor scheint, im Gegensatz zur Regulation 
der eNOS oder des VEGF-R2, jedoch unabhängig von einer direkten Bindung des 
Promotors durch HoxA9, also sekundär, zu erfolgen.  
An diesem Punkt muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die für den 
Nachweis der Bindung und Transaktivierung verwendeten Methoden eine Reihe 
von Limitationen haben. So bedeutet die Detektion eines Promotors in einer ChIP 
zwar den Nachweis einer direkten Bindung, jedoch ist der Umkehrschluss nicht Diskussion 
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möglich, da sich immer nur ein kurzes Teilstück des Promotors detektieren lässt 
(ca. 500 bp). Das heißt die Bindung kann jederzeit auch außerhalb des 
detektierten Bereiches liegen und die ChIP ein falsch-negatives Ergebnis liefern. 
Weiterhin sind auch viele verschiedene Promotoren bekannt bei denen sich 
regulatorische Elemente in einem Intron oder auch Exon des jeweiligen Gens 
befinden und nicht im eigentlichen Promotor. Ein solches Gen mit Elementen im 
Intron ist beispielsweise die NO-Synthase. Auch beim Luciferase-Assay gibt es, 
aufgrund des artifiziellen Systems, große Einschränkungen. So bedeutet die 
Tatsache, das nur ein Teilstück eines Promotors verwendet wird, dass erheblich in 
die Regulation des zu untersuchenden Gens eingegriffen wird.  Durch Verkürzen 
des Promotors, können verschiedene Elemente wie Enhancer und Silencer oder 
Bindungsstellen für Aktivatoren oder Repressoren und ähnliches abgeschnitten 
sein. Auch die schon oben erwähnten regulatorischen Elemente innerhalb eines 
Gens werden selten erfasst. Zusätzlich bedeutet die Überexpression eines 
Proteins, in diesem Fall HoxA9, immer einen massiven und artifiziellen Eingriff in 
die Regulation der gesamten Zelle. Das heißt die Aktivierung oder Nicht-
Aktivierung im Luciferase-Assay ist immer nur als ein Hinweis von vielen für eine 
Regulation eines bestimmten Promotors durch ein anderes Protein anzusehen.  
Für die endotheliale NO-Synthase und VE-Cadherin konnte eine Regulation auch 
in vivo nachgewiesen werden. Endothelzellen von HoxA9-defizienten 
Endothelzellen zeigten eine deutlich verringerte mRNA-Expression von eNOS und 
VE-Cadherin im Vergleich zum Wildtyp. Im Falle der eNOS konnte auch der 
Nachweis einer erniedrigten Protein-Expression geführt werden. Etwas anders 
gestaltet sich das Bild beim VEGF-R2. Dort zeigte die mRNA-Expression des 
VEGF-R2 in Endothelzellen in vivo keinen Unterschied zwischen Wildtyp und 
HoxA9-Knockout. Ein Erklärungsmodell für diese Diskrepanz von in-vivo- zu in-
vitro-Modell besteht darin, dass bei einem Knockout von HoxA9 langfristig andere 
redundante Signalwege zur Verfügung stehen könnten, die die Regulation des 
VEGF-R2 übernehmen. Dass solche gleichwertigen Kontrollmechanismen 
existieren müssen, belegt die Tatsache, dass HoxA9-defiziente Mäuse, im Gegen-
satz zu VEGF-R2 - defizienten Mäusen, keinen letalen Phänotyp aufweisen. Bei 
einem kurzfristigen Verlust von HoxA9, müssen solche redundanten Mechanismen Diskussion 
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akut nicht unbedingt zur Verfügung stehen. Dies könnte den Unterschied zwischen 
den in vitro- und in vivo-Untersuchungen erklären. 
Für ein weiteres Zielgen von HoxA9, das Integrin αv, konnte im Gegensatz zu den 
genannten Genen weder eine Bindung, noch eine Transaktivierung des Integrin αv- 
Promotors nachgewiesen werden. Da jedoch die Proteinexpression des Integrin αv 
von HoxA9-Expression abhängig ist, erfolgt die Regulation des Integrin αv indirekt 
oder posttranskriptionell. Der genaue Mechanismus konnte in dieser Arbeit 
allerdings nicht geklärt werden. Das Integrin  β3 wird dagegen teilweise auf 
transkriptioneller Ebene reguliert, was die Transaktivierung des Integrin-Promotors 
durch HoxA9 im Luciferase-Assay beweist. Allerdings konnte keine direkte 
Bindung von HoxA9 an den Integrin β3-Promotor nachgewiesen werden. Daraus 
folgt, dass HoxA9 vermutlich in Signaltransduktionswege eingreift, die dann 
sekundär die Aktivität des Integrin-Promotors regulieren (Tab.4.1). Wie schon 
weiter oben beschrieben, reguliert HoxA9, zum Beispiel die NO-Synthase und die 
Expression des VEGF-Rezeptors 2. Für diese Gene ist aus der Literatur bekannt, 
dass sie auch in der Lage sind in die Regulation von Integrinen einzugreifen (siehe 
Übersichtsarbeit von  Breier, 2000; Rupp and Little, 2001; Yancopoulos et al, 2000). 
Dies stellt eine mögliche Erklärung für die sekundäre Kontrolle des Integrin αvβ3 
durch HoxA9 dar.  
 
Tab. 4.1 Zusammenfassung der Zielgene von HoxA9 
 mRNA-
Expression 
Protein-
Expression 
Luciferase 
Assay 
ChIP Regulationsart 
primär/sekundär 
EphB4  n.u.*  + 
in vitro 
+ +  transkriptionell 
primär 
Integrin αv  n.u.*  + 
in vitro 
- -  posttranskriptionell 
n.u.* 
Integrin β3  n.u.*  + 
in vitro 
+ -  transkriptionell 
sekundär 
eNOS + 
in vivo+in vitro 
+ 
in vivo+in vitro
+ +  transkriptionell 
primär 
VEGF-R2 +  + +  +  transkriptionell Diskussion 
  100
in vitro  in vitro  primär 
VE-Cadherin  + 
in vivo+in vitro 
+ 
in vitro 
+ -  transkriptionell 
sekundär 
* n.u. Æ nicht untersucht; + Æ Regulation durch HoxA9; - Æ keine Regulation durch HoxA9 
 
Zusammenfassend beeinflusst HoxA9 die Expression verschiedenster Gene, die 
alle eine Bedeutung für die Funktion von Endothelzellen und die Gefäßbildung 
haben. Für die Analyse der einzelnen Zielgene von HoxA9 zu den von HoxA9-
betroffenen Funktionen ist es notwendig sich die einzelnen Gene genauer zu 
betrachten. 
 
4.3 Funktion der Zielgene von HoxA9  
 
Die Rezeptor-Tyrosin-Kinase EphB4 spielt ebenso wie der Ligand EphrinB2 bei der 
embryonalen  Bildung eines strukturierten Blutgefäßsytems eine entscheidende 
Rolle. Knockout-Mäuse von EphB4 oder EphrinB2 sterben an denselben 
strukturellen Störungen des Aufbaus einer hierarchischen Struktur des vaskulären 
Systems (Gerety et al., 1999). Einen Hinweis darauf, dass Eph-Rezeptoren bei der 
postnatalen Angiogenese wichtig sind, konnte durch Studien erbracht werden, die 
zeigen, dass EphA2 und EphA3 essentiell für die VEGF-induzierte bzw. die 
Tumorangiogenese spielen (Chen et al., 1998; Brantley et al., 2002). Weitere   
Arbeiten zeigen, dass Eph-Rezeptoren aktiv die Zellmigration regulieren (Palmer et 
al., 2002; Steinle et al., 2002)  und potentielle Zielgene von Hox-Transkriptions-
faktoren sind (Myers et al., 2000; Chen et al., 1998; Chen and Ruley, 1998; Studer 
et al., 1998). Eindeutig belegt werden konnte in dieser Arbeit die essentielle 
Bedeutung von EphB4 für die endotheliale Migration. So konnte die 
Überexpression von HoxA9 die gestörte Migration nach EphB4-Verlust nicht 
wiederherstellen. Daraus folgt, dass EphB4 entscheidend für den durch HoxA9-
Defizienz verursachten Verlust der Fähigkeit zur Migration ist. Diese Tatsache wird 
unterstützt durch Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, bei denen Zellen, bei 
denen in vitro normalerweise keine EphB4-Expression nachweisbar war  und Diskussion 
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spontan zu migrieren in der Lage waren, ohne diese Expression nicht mehr 
migrierten (nicht publizierte Daten, A. Palmer, Martinsried). Die EphB4-getriggerte 
Stimulation wird zudem über den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) - Signalweg 
vermittelt (Steinle et al., 2002). Die PI3K wiederum aktiviert, neben anderen 
Proteinen, die Proteinkinase Akt, was u.a. zu einer Phosphorylierung und 
Aktivierung der eNOS führt (Li et al., 1998; Dimmeler et al., 1999). Der PI3K-
Signalweg kann weiterhin über eine Phosphorylierung von Raf in die Regulation 
des ERK1/2-Signalweges eingreifen (Munoz-Chapuli et al., 2004). Eph-Rezeptoren 
können über die Regulation von Rac auch auf einem zweiten Weg Einfluss auf den 
ERK1/2-Pathway nehmen.  Auch für diesen Signalweg gilt wiederum, dass er in 
viele Prozesse, wie Migration, Proliferation und Überleben eingreift. Für 
verschiedene Eph-Rezeptoren ist weiterhin bekannt, dass sie über Nck und über 
die PI3K direkt Einfluss auf Integrine nehmen können (Stein et al., 1998; Holland et 
al., 1998). Alle diese zuletzt beschriebenen Signalwege sind für die Homöostase 
des Endothels und somit für dessen volle Funktionsfähigkeit von großer Bedeutung 
und könnten einen Teil der Erklärung für die essentielle Bedeutung der HoxA9-
vermittelten EphB4-Expression für die Migration sein. Für die embryonale 
Entwicklung der HoxA9-defizienten Allantois ist zu betonen, dass diese eine wenig 
entwickelte hierarchische Struktur und eine verminderte Anzahl an Verzweigungen 
aufweisen. Diese Morphologie (Abb. 3.19) ist in der Beschreibung der 
Gefäßstruktur im EphB4-Knockout sehr ähnlich (Gerety et al., 1999) und lässt so 
einen Einfluss der HoxA9 kontrollierten Expression von EphB4 auf Gefäßbildung 
vermuten. Die Regulierung von Angiogenese und Vaskulogenese durch den 
EphB4-Rezeptor im embryonalen  Stadium wird durch Untersuchungen bestätigt, 
bei denen der Rezeptor die ES-Zelldifferenzierung von primitiven Hämangioblasten, 
Kardiomyozyten und Blutgefäßen in vitro kontrolliert (Whang et al., 2004).  
Ein weiteres Zielgen von HoxA9 ist das Integrin αvβ3.  Integrine sind Zellober-
flächenrezeptoren die den Kontakt einer Zelle zur extrazellulären Matrix und in 
einigen Fällen zu benachbarten Zellen herstellen (Hynes et al., 1992; Giancotti et 
al., 2001; van der Flier et al., 2001). Für verschiedene Integrine und ihrer Liganden 
konnte eine Rolle in der Angiogenese nachgewiesen werden. So wurde initial für 
das Integrin αvβ3 eine erhöhte Expression während der Tumorangiogenese Diskussion 
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beobachtet werden (Brooks et al., 1994). Außerdem führte die Hemmung dieses 
Integrins in verschiedenen Modellen zu einer Inhibierung der Angiogenese (Brooks 
et al., 1994b; Brooks et al., 1995; Friedlander et al., 1995; Friedlander et al., 1996). 
Verschiedene Arbeiten zeigen, dass Integrine auch durch Hox-Proteine reguliert 
werden können. So wird zum Beispiel das Integrin αvβ3 durch HoxD3 reguliert 
(Boudreau et al., 1997; Zhong et al., 2003). Auch beim Integrin αvβ3 gibt es 
verschiedene Wechselwirkungen mit anderen Komponenten des HoxA9-
regulierten Netzwerkes. So führt die Behandlung von Endothelzellen mit anti-αv – 
und anti-β3 - Antikörpern zu einer reduzierten Phosphorylierung des VEGF-R2 bzw. 
der Aktivität der PI3K (Soldi et al., 1999), was wiederum die schon oben erwähnte 
Phosphorylierung der eNOS inhibiert und in der Folge zu einer verminderten 
Migration führt. Zusätzlich wird durch die Regulierung der Proteinkinase A (PKA) 
und der G-Proteine Rac und Ras der ERK1/2-Signalweg beeinflusst, der wiederum 
in Migration, Proliferation und Überleben von Endothelzellen eingreift (Rueg und 
Mariotti, 2003). Betrachtet man verschiedene Liganden des Integrin αvβ3, wie der 
von Willebrand-Faktor (vWF), MMP2 oder Del1, die alle während der Angiogenese 
entweder wie das Integrin eine stark erhöhte Expression haben oder sogar, wie 
Del1, de novo exprimiert werden, so zeigt sich auch für diese Proteine eine starke 
angiogene Funktion (siehe Übersichtsarbeit von Ruegg und Mariotti, 2003). 
Weiterhin ist die Interaktion mit dem VEGF-R2 und anderen Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (z.B. PDGF-R und Insulinrezeptor)  entscheidend für die 
Feinregulation der Angiogenese, insbesondere der Maturierung hin zu einem 
intakten Endothel und einer korrekten Gefäßbildung (siehe Übersichtsarbeit von 
Eliceiri und Cheresh, 2001). Diese Funktionen und Interaktionen des Integrins αvβ3 
zeigen eine Beteiligung des Integrins bei der Migration und der terminalen 
Differenzierung und Polarisierung des Endothels.  Dass Integrine auch in andere 
Bereiche der Angiogenese und Vaskulogenese eingreifen, zeigen Untersuchungen 
am Integrin β2, welches für das so genannte Homing von EPC in ischämisches 
Gewebe notwendig ist (Chavakis et al., 2005).  
Der VEGF-Rezeptor 2 und VE-Cadherin sind Zelloberflächenmoleküle die schon 
embryonal eine entscheidende Rolle für die Angiogenese und Vaskulogenese Diskussion 
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spielen. So sterben Knockout-Mäuse für den VEGF-R2 oder VE-Cadherin 
embryonal an massiven vaskulären Defekten (Carmeliet et al., 1999; Shalaby et al., 
1995). Der Verlust des Liganden für den VEGF-R2, das VEGF, führt sogar schon 
bei Verlust nur eines Allels zum Tode (Ferrara et al., 1996). Auch hier sterben die 
Mäuse embryonal an einer abnormalen Entwicklung der Blutgefäße (Carmeliet et 
al., 1996). Neben diesen besonders deutlichen Nachweisen für die Bedeutung des 
VEGF-R2 und von VE-Cadherin gibt es eine Vielzahl von Arbeiten die den Einfluss 
dieser beiden Gene auf Angiogenese und Vaskulogenese zeigen konnten (siehe 
Übersichtsarbeit von Carmeliet, 2000; Carmeliet und Jain, 2000; Carmeliet und 
Collen, 2000; Yancopoulos, 2000; Carmeliet, 2003). VEGF induziert über die 
Bindung an den VEGF-R2 die Proliferation und Migration von Endothelzellen, 
fördert die Bildung funktioneller Gefäße, erhöht deren Permeabilität und stellt das 
Hauptsignal für eine angiogene Antwort dar (siehe Übersichtsarbeit von Klagsbrun 
und D’Amore, 1996; Ferrara und Davis-Smyth, 1997). Zusätzlich dazu beinflusst 
VEGF zusammen mit bFGF schon frühzeitig in der Embryonalentwicklung die 
Differenzierung und Migration des Hämangioblasten, einem gemeinsamen 
Vorgänger hämatopoetischer und endothelialer Zellen (Ferrara, 1999; Carmeliet et 
al., 1996; Ferrara et al., 1996; Shalaby et al., 1997). Auch für den VEGF-R2 gibt es 
Interaktionen zwischen den einzelnen Bestandteilen des HoxA9-abhängigen 
Netzwerkes. So konnten Interaktionen zwischen dem VEGF-R2 und den Integrinen 
αv und β3, der eNOS und VE-Cadherin nachgewiesen werden (Eliceiri und Cheresh, 
2001; Sessa, 2004; Gerber et al., 1998). Zusätzlich dazu kann der VEGF-R2 die 
Phospholipase C-γ aktivieren und regt damit Calmodulin sowie die Proteinkinase C 
an. Gleichzeitig greift der VEGF-R2 auch die weiter oben beschriebenen 
Signalwege der PI3-Kinase oder ERK1/2 ein. Zusammenfassend kann man sagen, 
dass die Regulation des VEGF-R2 durch HoxA9 in die Differenzierung 
endothelialer Zellen, die Migration, die Gefäßstrukturbildung, die Sprossung, die 
Expansion von Vorläuferzellen eingreifen könnte und damit das potenteste Zielgen 
von HoxA9 in der Kontrolle sowohl der embryonalen als auch der postnatalen 
Angiogenese und Vaskulogenese darstellt. Allerdings muss hier noch einmal 
betont werden, dass in vivo bisher keine Regulation des VEGF-R2 nachgewiesen 
werden eine konnte. Diskussion 
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Der Verlust von VE-Cadherin bei HoxA9-Defizienz und die damit einhergehende 
Hemmung des endothelialen Zell-Zell-Kontakts könnte eine weitere Ursache für die 
HoxA9-vermittelte und verschlechterte Gefäßstrukturbildung sein. Zusätzlich 
konnte die Bedeutung von VE-Cadherin für die Migration gezeigt werden (Dejana, 
1996). Auch im Falle von VE-Cadherin ist eine Aktivierung des PI3K- bzw. des 
ERK1/2-Signalweges beschrieben worden (Munoz-Chapuli et al., 2004). Insgesamt 
lässt sich also ein mögliche Rolle von VE-Cadherin für die HoxA9-vermittelte 
Migration, die endotheliale Differenzierung und die Gefäßneubildung maturer 
Endothelzellen vermuten.  
Von der endothelialen NO-Synthase stammendes Stickstoffmonoxid (NO) ist ein 
entscheidender Regulator der kardiovaskulären Homöostase. Stickstoffmonoxid 
greift dabei in vielfältige Prozesse, wie Apoptose, Proliferation und Migration ein 
(reviewed in Sessa, 2004; Berk et al., 1995) Der Verlust der endothelialen NO-
Synthase führt postnatal zu massiven Störungen der Neovaskularisierung sowie 
der Stammzellmobilisierung im Knochenmark (Lee et al., 1999; Fukumura et al., 
2001; Aicher et al., 2003). Die Wechselwirkungen mit den anderen Zielgenen von 
HoxA9 sind bisher schon eingehend beschrieben worden. Die HoxA9-abhängige 
Regulation der endotheliale NO-Synthase könnte somit für eine verminderte 
Mobilisierung embryonaler Stammzellen, einhergehend mit einer reduzierten 
Anzahl an zirkulierenden Vorläuferzellen, verantwortlich sein, was die inhibierte 
Vaskulogenese erklären könnte. Gleichzeitig dürften auch die Regulation der 
Migration, die Bildung neuer Blutgefäße nach Ischämie, die Expansion 
endothelialer Vorläuferzellen sowie das Homing durch die Regulation der eNOS  
durch HoxA9 betroffen sein. 
Prinzipiell lassen sich noch eine Vielzahl weiterer Verknüpfungen innerhalb dieses 
von HoxA9 direkt oder indirekt regulierten Netzwerkes feststellen, in deren Mitte 
vor allem die PI3-Kinase- und die ERK1/2-Signalwege stehen, die für die 
Vaskulogenese und Angiogenese eine wesentliche Rolle spielen. Ein Überblick 
darüber, ohne Anspruch auf Vollständigkeit wird in Abb. 4.2 und 4.3 dargestellt.  
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Abb. 4.2 Überblick über die von den einzelnen Zielgenen regulierten und direkt 
von HoxA9 betroffenen Funktionen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.3  Überblick in die direkt und indirekt von HoxA9 kontrollierten Signalwege 
in Endothelzellen sowie deren Interaktionen  
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4.4 Bedeutung von HoxA9 in vivo 
 
Die essentielle Bedeutung von HoxA9 für die Angiogenese und Vaskulogenese 
basiert vermutlich auf einer Fülle von Faktoren, die zum Teil über eine primäre 
Regulation von Zielgenen und zum anderen Teil über HoxA9-abhängige sekundäre 
Mechanismen verläuft. Warum weisen HoxA9-defiziente Mäuse jedoch so einen 
starken Defekt in der postnatalen Neovaskularisierung auf, während die 
embryonale Entwicklung der Gefäße nur bedingt beeinträchtigt ist? Eine Erklärung 
hierfür kann in der redundanten Funktion vieler Homeobox-Proteine während der 
Embryogenese liegen. In MLL-defizienten embryonalen Zellen (EB) ist die 
Differenzierung und Funktion der Zellen aufgrund des Ausfalls mehrerer, von MLL-
regulierter, Homeobox-Gene gestört (Ernst et al., 2004). Dieser Funktionsverlust 
konnte durch Expression verschiedener Hox-Proteine, wie HoxA9, HoxB4 oder 
HoxA10 wieder hergestellt werden. Überraschender Weise reichte für diese 
Kompensation die Überexpression eines einzelnen Hox-Gens (Ernst et al., 2004), 
jedoch nicht die Expression von anderen Zielgenen von MLL wie Pitx2 oder BCL-2 
aus. Das bedeutet eine überlappende, redundante Funktion von Homeobox-
Proteinen der Klasse I in embryonalen Zellen. Diese redundanten Funktionen 
bestätigen sich auch an Kugelig-Mutanten, einem Cdx4-defizienten Zebrafisch mit 
Defekten in der frühen Hämatopoese, bei der die Überexpression von HoxA9, 
HoxB7 oder HoxB8 wieder zum normalen Wildtyp führt (Davidson et al., 2003). In 
der späteren Entwicklung der Differenzierung oder auch im postnatalen Stadium 
eines Organismus, besitzen viele Homeobox-Proteine dann jedoch eine eigene, 
nicht redundante Funktion. Bestätigt wird dieses Modell an Arbeiten mit HoxB4, bei 
denen der Knockout einen sehr milden Phänotyp bei der Stammzellproliferation 
aufweist, jedoch Experimente mit adulten Tieren einen sehr viel ausgeprägteren 
Phänotyp aufweisen (Thorsteinsdottir et al., 2002;  Brun et al., 2004). Auch HoxA9 
führt im pränatalen Stadium zu phänotypischen Defekten, die zwar nicht die Stärke 
des adulten Phänotyps aufzeigen, aber doch deutlich genug sind, um erwähnt zu 
werden. So bringt die Kreuzung von heterozygoten HoxA9-Mäusen zwar alle drei 
möglichen Genotypen hervor, jedoch nicht in der zu erwartenden, normalen 
Mendel`schen Verteilung, sondern mit einer deutlich verminderten Anzahl an Diskussion 
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homozygoten Knockout-Tieren, die zudem nicht alle eine normale Fertilität 
aufwiesen. Zusätzlich konnten erste Versuche an HoxA9-defizienten Allantois eine 
gehemmte Gefäßbildung in vitro nachweisen.  Beide Beobachtungen zusammen 
genommen sprechen für einen Effekt auch in der embryonalen Angiogenese und 
Vaskulogenese. Warum der Defekt nicht alle Embryonen betrifft und die geborenen 
HoxA9
-/--Mäuse eine unterschiedliche Fertilität aufweisen, konnte im Laufe dieser 
Arbeit nicht geklärt werden. Zusätzlich sollte in künftigen Studien noch geklärt 
werden, worauf die verminderte Anzahl an HoxA9
-/--Mäusen zurückzuführen ist 
und in welchem Stadium der pränatalen Entwicklung der Defekt einsetzt. Diese 
Befunde stehen im Gegensatz zu einer in der Literatur beschriebenen normalen 
Verteilung der Genotypen, die alle eine normale Vitalität und Fertilität aufwiesen 
(Chen und Capecchi, 1997). Diese Diskrepanz und die noch nicht geklärten 
Defekte bei HoxA9-defizienten Mäusen müssen in weiterführenden Experimenten 
noch untersucht werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.4  Modell einer Verteilung von redundanten und einmaligen Funktionen von    
Homeobox-Proteinen (modifiziert nach Ernst et al., 2004) 
 
4.5 Regulation von HoxA9  
 
Da die vorliegende Arbeit eine zentrale Bedeutung von HoxA9 für die 
Neovaskularisierung zeigt, stellt sich die Frage wie HoxA9 reguliert wird. Hier 
konnte gezeigt werden, dass HoxA9 Schubspannungs-abhängig hochreguliert wird. 
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Zusätzlich konnte eine Kontrolle der Expression der HoxA9-mRNA sowie des 
HoxA9-Proteins durch die Histondeacetylase 1 (HDAC1) der Klasse 1 
nachgewiesen werden. Andere Faktoren wie VEGF, Resveratol, Retinol, TNFα 
(„tumor necrosis factor α), Ssh („sonic hedgehog“) oder Atorvastatin hatten jedoch 
keinen Einfluss auf die Transkription von HoxA9 (in Kooperation mit Lothar Rössig).  
Wichtig für die Funktion und Regulation von Homeoboxproteinen ist allerdings 
auch die Komplexbildung mit anderen Proteinen. Verschiedene Studien mit HoxA9 
weisen Unterschiede bei der Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen 
in Abhängigkeit einer Co-Expression von Meis1 auf (Zeisig et al., 2004; Calvo et al., 
2001; Fujino et al., 2001). Zusätzlich zeigen andere Gruppen, dass HoxA9 
zusammen mit anderen Homeobox-Proteinen wie Meis und Pbx/EXD Di- und 
Trimere  bildet, die für die Spezifität und Verstärkung der HoxA9-DNA-Bindung 
verantwortlich sind (Shen et al., 1999; Mann und Chan, 1996; LaRonde et al., 
2003). Dazu kommt eine weitere Regulationsebene, die wiederum die Interaktion 
von Pbx mit anderen Homeobox-Proteinen regelt (Berthelsen et al., 1998). Die 
Tatsache, dass die im EphB4-Promotor flankierenden Elemente der gefundenen 
HoxA9-Bindungsstelle sich deutlich von den bisher beschriebenen 
Bindungssequenzen von HoxA9 unterscheidet (Shen et al., 1999), spricht für einen 
oder mehrere bis jetzt nicht bekannte Kofaktoren von HoxA9 in Endothelzellen.  
Natürlich kann man einen Einfluss weiterer Regulationsebenen wie die 
beschriebene Regulation des HoxA9-Exports durch Trombopoetin (Kirito et al., 
2004) oder die HoxA9-Aktivitätsregulierung durch Phosphorylierung durch die PKC 
nicht ausschließen. Solche Regulationen machen eine Erklärung der individuellen 
Unterschiede des Phänotyps innerhalb des homozygoten HoxA9-Genotyps 
schwierig.  
Eine graphische Zusammenfassung ist in Abbildung 4.5 gezeigt. 
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Abb. 4.5 Einfluss von HoxA9 auf Angiogenese und Vaskulogenese 
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5. Zusammenfassung 
 
Die postnatale Neovaskularisierung ist eine wichtige Vorraussetzung um Gewebe 
vor kritischer Ischämie zu schützen. Eine der Grundlagen dieses Prozesses bilden  
die Angiogenese, bei der neue Kapillaren durch Proliferation und Migration von 
Endothelzellen aus bereits vorhandenen Blutgefäßen entstehen. Ein zweiter 
Eckpfeiler ist die Vaskulogenese, die unter anderem durch zirkulierende 
endotheliale Vorläuferzellen (EPC) vermittelt wird. Homeobox-Gene der Klasse 1 
(Hox) sind Transkriptionsfaktoren, die während der Embryonalentwicklung an der 
Organogenese und der Entwicklung des kardiovaskulären Systems beteiligt sind. 
Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass Homeobox-Proteine auch im 
adulten Organismus bei der transkriptionellen Regulation von Genen  der Angio- 
und Vaskulogenese eine wichtige Rolle spielen.  
Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zeigen eine essentielle Rolle  von 
HoxA9 für die postnatale Neovaskularisierung sowie für die funktionelle Integrität 
von Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen. HoxA9-defiziente Mäuse 
hatten einen signifikant verringerten Blutfluss nach einer Hinterlauflauf-Ischämie. 
Für die reduzierte Neovaskularisierung des ischämischen Gewebes, genügte der 
Verlust eines einzigen HoxA9-Wildtypallels. Außerdem zeigen HoxA9-defiziente 
Endothelzellen in vitro eine stark gehemmte Migration sowie eine verringerte 
Gefäßstrukturbildung.  Zusätzlich war auch deren Interaktion mit EPC im Matrigel 
verschlechtert. Eine Bestätigung dieser Beobachtung zeigten Untersuchungen an 
endothelialen Vorläuferzellen, die ebenfalls einen Verlust angiogener Funktionen 
bei verminderter HoxA9-Expression aufwiesen. Neben der postnatalen 
Neovaskularisierung konnten erste Untersuchungen embryonaler Allantois zeigen, 
das HoxA9 vermutlich auch in der embryonalen Gefäßbildung beteiligt ist. Diese 
Theorie wird durch eine nicht-Mendel`sche Verteilung der postnatalen Genotypen 
nach Kreuzung heterozygoter HoxA9-Mäuse unterstützt. 
Als molekulare Ursachen der Hemmung angiogener Funktionen bei 
Endothelzellen, konnte die Regulation verschiedener Gene nachgewiesen werden. 
So ist HoxA9 für die Expression der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase Zusammenfassung 
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(eNOS), des VEGF-Rezeptors 2 (VEGF-R2), der Adhäsionsmoleküle VE-Cadherin 
und Integrin αvβ3 sowie des EphB4-Rezeptors von essentieller Bedeutung. Diese 
von HoxA9 regulierten Gene spielen für die Angio- und Vaskulogenese alle eine 
entscheidende Rolle. Der EphB4-Rezeptor, die eNOS und der VEGF-R2 werden 
durch eine direkte Bindung von HoxA9 an den jeweiligen Promotor auf 
transkriptioneller Ebene reguliert. Bei den Genen Integrin αvβ3 und VE-Cadherin 
erfolgt die Regulation durch HoxA9 indirekt über andere Gene oder 
posttranskriptionell. Zusätzlich zum Nachweis der Kontrolle der Genexpression, 
konnte für den EphB4-Rezeptor nachgewiesen werden, dass dieser von großer 
Bedeutung für die HoxA9-regulierte Migration ist. Außerdem besitzt der EphB4-
Promotor eine für die Regulation der EphB4-Expression durch HoxA9 wichtige 
Bindungsstelle.  
In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass HoxA9 Schubspannungs-
abhängig reguliert wird und dabei auch in die Regulation der Schubspannungs-
induzierten Migration und die Schubspannungs-abhängige Expression der 
untersuchten Zielgene von HoxA9 eingreift.  
Zusammenfassend zeigen die hier vorgestellten Daten, dass HoxA9 endotheliale 
Gene vielfältig reguliert, eine entscheidende Rolle bei der Modulation 
verschiedener endothelialer Funktionen spielt und essentiell für die postnatale 
Neovaskularisierung ist.  Abkürzungsverzeichnis 
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6. Abkürzungsverzeichnis 
 
Nukleotide 
 
dNTP   Desoxynukleotid – Triphosphat  
ATP    Adenosin – Triphosphat 
CTP   Cytidin  –  Triphosphat 
GTP    Guanosin – Triphosphat 
TTP   Thymidin  –  Triphosphat 
A   Adenosin 
C   Cytidin 
G   Guanidin 
T   Tymidin 
 
Sonstige Abkürzungen 
 
°   Grad 
%   Prozent 
7-AAD   7-Amino-Actinomycin 
A   Ampere 
AA   Aminosäure   
Abb.   Abbildung 
ad   auf 
APS   Ammoniumpersulfat 
bp   Basenpaar(e) 
BSA   Rinderserumalbumin 
BrdU   Bromdeoxyuridin 
bzw.   beziehungsweise 
C   Celsius 
C-   Carboxy- 
ca.     circa Abkürzungsverzeichnis 
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Ca
2+   Kalziumion 
cm   Zentimeter 
CO2   Kohlendioxid 
Da   Dalton 
dest.   destilliert 
d. h.    das heißt 
DiI-Ac-LDL  1,1`- dioctadecyl – 3,3,3`,3´- tetramethylindocarbocyanide  
DNA   Desoxyribonukleinsäure   
DMEM  Dulbecco`s modified Eagle`s Medium 
DTT   Dithiothreitol 
EBM    Basales Endothelzellmedium  
ECGS   Endothelzellenwachstumszusatz  
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ES   embryonale  Stammzelle 
et al.     und andere 
evtl.   eventuell 
Fa.   Firma 
FACS   Fluoreszenz - aktivierter Zellsorter  
FCS   fötales Kälberserum  
FITC   Flourescein  –  isothiocyanate 
g   Gramm  oder  Erdbeschleunigung 
GM-CSF  Granulozyten / Makrophagen – Kolonie stimulierender Faktor 
h   Stunde(n) 
HBSS   Hank`s balanced salt solution (Kollagenasepuffer)  
HCl   Salzsäure 
hEGF   humaner Endothelzellenwachstumsfaktor  
H2O   Wasser 
I   Standardfehler 
kg   Kilogramm 
kb   Kilobasen 
KCL   Kalziumchlorid 
kDa   Kilodalton Abkürzungsverzeichnis 
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KDR    VEGF – Rezeptor (kinase insert domain containing receptor) 
konz.   konzentriert 
λ   Wellenlänge 
l   Liter 
m   Meter  oder  Milli 
M   Molar 
µ   Mikro 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
max.   maximal 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
min   Minute 
mind.   Mindestens 
ml   Milliliter 
mt   Mutante 
N-   Amino 
n   Nano  oder  Anzahl 
NaCl   Natriumchlorid 
NaOH   Natriumhydroxid  
NLS   Kernlokalisierungssequenz 
nm   Nanometer 
P   Signifikanz 
p   Piko 
PBS    Phosphat – gepufferte Saline 
PCR    Polymerase – Kettenreaktion  
PE   Phycoerythrin 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid  
PS   Phosphatidylserin 
PVDF   Polyvinylidenfluorid 
rpm   Umdrehungen  pro  Minute 
S-   Synthese- 
SDS   Natriumdodecylsulfat Abkürzungsverzeichnis 
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sec   Sekunde 
sonst.    Sonstige 
τ    laminare Schubspannung oder Shear stress 
Taq   Bakterium  Thermus aquaticus 
TBE   Tris/Borat/EDTA  –  Puffer 
TBS    Tris – gepufferte Saline   
TEMED N,N,N`,N´-  Tetramethylethylamin 
U   Enzymeinheit 
u. a.    unter anderem 
usw.   und  so  weiter 
UV   ultraviolettes  Licht 
V   Volt 
v/v     Volumen / Volumen 
W   Watt 
wt   Wildtyp 
w/v    Gewicht / Volumen 
z. B.    zum Beispiel Literatur 
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